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« Sans la curiosité de l’esprit, que serions-nous ? Telle est la beauté et la noblesse de la 
science : un désir sans fin de repousser les frontières du savoir, de traquer les secrets de la 
matière et de la vie sans idée préconçue des conséquences éventuelles. » 
Marie Curie 
 
« N’essayez pas de devenir un homme qui a du succès.  
Essayez de devenir un homme qui a de la valeur. » 
Albert Einstein 
 
« Dans la vie rien n’est à craindre, tout est à comprendre. » 
Marie Curie 
 
"Nous ne pouvons choisir les circonstances extérieures, mais nous pouvons toujours choisir 
la façon dont nous répondons à celles-ci." 
Épictète 
 
"Être heureux ne signifie pas que tout est parfait.  
Cela signifie que vous avez décidé de regarder au-delà des imperfections."  
Aristote 
 
"Vis comme si tu devais mourir demain.  
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Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) épuisés, sont caractérisés par l’expression 
de points de contrôle de l’immunité (PCI), par exemple PD-1. Une des approches 
majeures en immunothérapie, basée sur l’inhibition des PCI, s’est avérée efficace dans 
le contrôle de la progression tumorale dans plusieurs cancers. Malgré cette avancée, 
seule une proportion des patients en retire un bénéfice clinique. Afin d’améliorer les 
réponses à l’inhibition des PCI, il est nécessaire de comprendre les mécanismes 
impliqués dans l’épuisement des TIL et d’élucider quels lymphocytes T (LT) sont 
capables de répondre à cette immunothérapie.  
Au site tumoral, nous mettons en évidence que seuls les LT CD8 spécifiques des 
antigènes (Ag) tumoraux expriment quatre PCI ainsi que d’autres marqueurs 
d’épuisement et perdent la molécule de co-stimulation CD28, contrairement au LT CD8 
spécifiques circulants. Les TIL CD8 spécifiques sont dysfonctionnels, néanmoins, ils 
possèdent un potentiel cytotoxique élevé et expriment des marqueurs de résidence. 
Nous montrons que l’inhibition de PD-1 a une double action sur les LT CD8 
spécifiques. Elle rétablit leurs fonctions dans la tumeur et augmente leur prolifération 
dans la périphérie. De manière importante, l’infiltration des tumeurs par ces TIL 
spécifiques et épuisés est prédictive de la réponse à la thérapie et de la survie des 
patients traités par immunothérapie ciblant l’axe PD-1/PD-L1. Les LT CD4 auxiliaires 
sont essentiels pour l’amorçage de la réponse T CD8. En revanche, leur rôle effecteur 
dans la tumeur a été moins étudié. Ici, nous montrons que les LT CD4 spécifiques des 
Ag tumoraux, également épuisés au site tumoral, peuvent être identifiés par des 
marqueurs qui leur sont propres. Des similarités dans le programme d’épuisement des 
LT CD4 et CD8 ont été retrouvées. Le blocage de PD-1 sur les TIL CD4 rétablit leur 
activation, ce qui va permettre la maturation des cellules dendritiques et, par 
conséquent, l’augmentation de la prolifération des TIL CD8 spécifiques de la tumeur.  
Nos résultats révèlent que les TIL CD4 et CD8 spécifiques des Ag tumoraux épuisés 
peuvent être identifiés chez les patients par des marqueurs caractéristiques et qu’ils 
répondent à l’inhibition du PD-1 en rétablissant les fonctions des LT CD8 de manière 
directe et indirecte. Ces données identifient des biomarqueurs prédictifs de la réponse 
à l’immunothérapie et positionnent les LT spécifiques des Ag tumoraux comme des 





Exhausted tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) are characterized by immune 
checkpoint (IC) expression, for instance PD-1. One of the major immunotherapy 
approaches, based on IC inhibition, has proved efficient in the control of tumor 
progression in many cancers. Despite this progress, only a proportion of patients 
experience clinical benefit. To improve responses to IC inhibitors, understanding 
mechanisms involved in TIL exhaustion and investigating which T cells are able to 
respond to immunotherapy are required. We investigated both CD8 and CD4 T-cell 
exhaustion and its relation to tumor antigen (Ag) specificity and to responsiveness to 
IC inhibition in cancer patients. 
We demonstrated that CD8 T-cell exhaustion at the tumor site was only attained by 
tumor Ag-specific cells that were characterized by the sequential acquisition of ICs and 
by CD28 loss. Their circulating counterparts expressed less ICs and at lower levels 
and were CD28+. Specific CD8 TIL were dysfunctional, nonetheless, they maintained 
high cytotoxic potential and expressed tissue residency markers. We showed that PD-
1 inhibition has a dual effect on specific CD8 T cells. It rescued their effector functions 
at the tumor site and enhanced their proliferation in the periphery. Importantly, the 
quantity of exhausted and specific TIL was predictive of response to therapy and of 
survival in patients treated with PD-1-targeting immunotherapy. Assessment of CD4 
TIL exhaustion underscored similarities with the CD8 exhaustion program, in particular 
their specificity for tumor Ag and sequential acquisition of ICs although ICs 
characterizing terminally exhausted CD4 TIL were different than those found in CD8 
TIL. Importantly, PD-1 blockade on CD4 TIL restored their helper functions, leading to 
dendritic cell maturation and, consequently, increased tumor-specific CD8 T-cell 
proliferation. 
Our data imply that under anti-PD-1/PD-L1, effector functions of terminally exhausted 
CD8 TIL is rescued and the tumor site is replenished by memory CD8 T cells which 
proliferate following direct blockade of PD-1 and through reinvigoration of the helper 
activity of tumor Ag-specific CD4 T cells. Our results position tumor Ag-specific T cells 
as major players of responsiveness to PD-1-blocking immunotherapy and identify 






I) L’immunité anti-tumorale 
 
1. Tumorigénèse 
1.1 Hallmarks du cancer  
 
Le cancer est une maladie génétique chronique initiée par des changements 
dynamiques du génome des cellules saines qui se transforment en cellules tumorales. 
Ces altérations génétiques et épigénétiques produisent des oncogènes avec gain de 
fonction et des gènes suppresseurs de tumeur avec perte de fonction qui créent un 
dysfonctionnement cellulaire hors de contrôle. L'oncogenèse s'accompagne d'une 
accumulation de mutations, qui peuvent apporter un avantage sélectif aux populations 
de cellules cancéreuses en augmentant leur diversité génétique et en accélérant leur 
aptitude à évoluer. Ce processus implique plusieurs étapes qui permettent aux cellules 
tumorales de proliférer de manière incontrôlée. Dans la revue de référence parue en 
2000, « The hallmarks of cancer », six principes communs et essentiels à la croissance 
maligne des tumeurs sont décrits1 :  
- Autosuffisance en signaux de croissance 
- Échappement à l’apoptose 
- Insensibilité aux signaux d’anti-croissance 
- Angiogenèse soutenue 
- Potentiel réplicatif sans limite 
- Invasion des tissus et métastases 
Les avancées scientifiques ont, par la suite, permis une caractérisation plus précise 
de la tumorigenèse. Dix ans plus tard, Hanahan et Weinberg ont complété leur revue 
et énoncent des capacités biologiques tumorales supplémentaires2. Un grand nombre 
d’études suggèrent que deux autres caractéristiques sont impliquées dans la 
croissance tumorale. L'une d'entre elles concerne la capacité à modifier, ou à 
reprogrammer, le métabolisme cellulaire afin de soutenir le plus efficacement possible 
la prolifération néoplasique. La seconde permet aux cellules cancéreuses d'échapper 
à la destruction immunologique, en particulier par les lymphocytes T (LT), les 
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macrophages et les cellules tueuses naturelles (NK). Néanmoins, l'inflammation mise 
en place par les cellules immunitaires innées, normalement conçue pour combattre les
 agents infectieux, peut au contraire, en devenant chronique, soutenir les capacités 
tumorales. 
1.2 Microenvironnement tumoral 
 
Les cellules cancéreuses ne possèdent pas qu’une simple aptitude à proliférer de 
façon excessive, elles sont également capables de mettre en place un 
microenvironnement hétérogène et auto-suffisant qui soutient de manière efficace la 
progression du cancer. La collaboration étroite des cellules tumorales avec les cellules 
non transformées du milieu est cruciale pour participer continuellement au processus 
de tumorigenèse3. L'orchestration du microenvironnement tumoral (TME) implique 
notamment le recrutement de fibroblastes et de cellules immunitaires, le remodelage 
de la matrice extracellulaire et le développement de réseaux vasculaires4. 
Le succès de la croissance des tumeurs dans leur microenvironnement n'est pas 
seulement déterminé par les altérations génétiques des cellules tumorales, mais aussi 
par l'avantage que ces mutations confèrent dans un environnement donné. 
L'identification de la variabilité génétique au sein d'une même tumeur suggère des 
événements complexes d'évolution variable. En effet, des différences régionales de 
pressions sélectives telles que l'hypoxie, l'acidité et la présence de facteurs de 
croissance existent au sein d'une tumeur et déterminent activement son 
développement. Ces paysages environnementaux distincts sélectionnent les 
mutations qui engendrent la survie et l'expansion, créant ainsi une hétérogénéité des 
cellules tumorales. Cette hétérogénéité tumorale, présente dans un 
microenvironnement complexe peut influencer la réponse thérapeutique et engendrer 
des résistances4. 
L'évaluation des tumeurs en tant qu'organes complets, et non simplement en tant que 
masses de cellules épithéliales transformées, devient primordiale. En effet, elles 
contiennent de multiples types de cellules et des composants de la matrice 
extracellulaire et se développent grâce à des interactions complexes entre ces 
différents composants des tissus en utilisant des processus qui ressemblent souvent 
à ceux utilisés par les organes en développement. Les tumeurs interagissent avec le 
reste de l'organisme, de la même manière que les organes normaux5.  
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2. Les tumeurs solides  
 
L'Europe totalise 23,4% du total des cas de cancer et 20,3% des décès par cancer 
dans le monde, bien qu'elle ne représente que 9% de la population mondiale (source 
GLOBOCAN,) ce qui représente un problème majeur de santé publique nécessitant 
un besoin d’améliorer la détection, les facteurs ou marqueurs prédictifs et pronostiques 
et les thérapies. Les tumeurs solides, comme les carcinomes ou les sarcomes, 
représentent la majorité des cancers, elles sont repérables par un amas de cellules 
localisé et se distinguent des cancers des cellules sanguines, comme les leucémies, 
dont les cellules cancéreuses circulant dans le sang ou la lymphe sont dispersées 
dans l'organisme. 
2.1 Cancer des VADS 
 
Le cancer de la sphère oto-rhino-laryngée (ORL), aussi nommé cancer de la tête et du 
cou, est une maladie qui se développe dans l’un des organes formant les voies 
aérodigestives supérieures (VADS). Les cancers des VADS peuvent être de différents 
types histologiques. Dans mon travail de thèse, l’accent est mis sur les carcinomes 
épidermoïdes qui représentent plus de 90% des cancers des VADS6. Ils peuvent être 
initiés à partir des muqueuses de quatre sites anatomiques : la cavité buccale, la cavité 
nasale, le pharynx et le larynx (Figure 1). L'examen clinique et l'imagerie servent au 
diagnostic et sont complétés par une biopsie7. Le pronostic et les options 
thérapeutiques varient en fonction de facteurs cliniques, de la localisation anatomique 
et du stade, ils nécessitent une décision pluridisciplinaire8. Le cancer des VADS 
représente le septième cancer le plus fréquent dans le monde en 2018 (890 000 
nouveaux cas et 450 000 décès)9. Généralement diagnostiqués chez des patients 
âgés en association avec une forte consommation de tabac et d'alcool, ils diminuent 
lentement à l'échelle mondiale, en partie en raison de la diminution de la 
consommation de tabac10,11. À l'inverse, le cancer des VADS associé au virus du 
papillome humain (HPV) sexuellement transmissible, initié principalement dans 
l’oropharynx (composant du pharynx) par le HPV de type 16, est en augmentation, 
surtout chez les jeunes hommes (<60 ans) en Amérique du Nord et en Europe du 
Nord11,12. En effet, dans le monde, la prévalence globale du HPV dans les cancers de 
l’oropharynx passe de 40,5 % avant les années 2000, à plus de 72,2% après 200513.  















Figure 1 : Sites anatomiques des cancers des VADS (Chow, NEJM, 2020)8. 
Le pronostic est plus favorable pour les patients atteints d'un cancer oropharyngé 
associé au HPV, qui présentent une meilleure réponse à la chimiothérapie et à la 
radiothérapie que les patients atteints d'une maladie non causée par le HPV14. 
La classification TNM (tumeur, ganglion, métastase) est utilisée pour déterminer le 
stade des cancers afin d’évaluer le pronostic et d’adapter la thérapie15. Cette 
classification diffère à chaque site anatomique. Celle du cancer oropharyngé associé 
au HPV possède, depuis 2017, un système de classification indépendant dû à son 
meilleur pronostic15,16. L’évaluation du statut HPV est réalisée par les techniques 
d'hybridation in situ et de réaction en chaîne de la polymérase (PCR) pour identifier 
l'ADN du HPV ou la charge virale ou par des tests immunohistochimiques pour 
détecter l'expression de la protéine p16, qui est un marqueur de substitution de la 
positivité du HPV17. 
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Environ 30 à 40 % des patients atteints de cancer des VADS sont à un stade précoce 
(stade TNM I ou II), ils peuvent être traités par chirurgie seule ou par radiothérapie 
seule, qui peuvent améliorer les taux de survie à long terme chez environ 70 à 90 % 
des patients18. Plus de 60 % des patients présentent une maladie de stade TNM III ou 
IV, qui se caractérise par une tumeur volumineuse avec une invasion locale souvent 
accompagnée de métastases aux ganglions lymphatiques (LN) régionaux. La maladie 
localement avancée a un risque élevé de récidive locale (15 à 40 %) et est associée à 
un mauvais pronostic (survie globale à 5 ans, < 50 %)19. La résection chirurgicale est 
préférable pour les cancers de la cavité buccale, suivie d'une radiothérapie ou d'une 
thérapie systémique radiosensibilisante concomitante à une radiothérapie adjuvante 
(radio-chimiothérapie). Dans les autres sites, la chirurgie est généralement réservée 
aux tumeurs primaires plus petites et accessibles. Lorsque la résection chirurgicale est 
difficilement réalisable ou risque d'entraîner de mauvais résultats fonctionnels à long 
terme, la radio-chimiothérapie concomitante est préférée chez les patients non agés20–
22. L'amélioration de l'administration de la radiothérapie et l'introduction de la radio-
chimiothérapie ont amélioré la survie des patients et surtout de ceux atteints d'un 
cancer oropharyngé associé au HPV14. A partir du 1er janvier 2021, le vaccin 
prophylactique actuellement disponible pour les jeunes filles afin de lutter contre le 
cancer du col de l’utérus, sera également étendue à tous les jeunes garçons de 11 à 
14 ans pour la prévention des cancers de l'oropharynx, de l'anus et du pénis induits 
par le HPV (source INCa).  
2.2 Cancer de l’ovaire 
 
Le cancer de l'ovaire est une maladie rare23,24 avec un taux de survie globale à 5 ans 
de 48,6%24,25 qui est le plus faible parmi les cancers gynécologiques. En 2018, il était 
le 7ème cancer le plus fréquent chez les femmes dans le monde, avec environ 240 000 
nouveaux cas24. Le cancer de l'ovaire est rare chez les jeunes femmes, le risque 
augmente avec l'âge et il est plus élevé chez les femmes blanches non hispaniques24. 
Ce type de tumeur reste asymptomatique jusqu’à des stades très avancés. À ce 
moment-là le diagnostic est établi sous forme de carcinose péritonéale dans 90% des 
cas, c’est à dire que les cellules cancéreuses se sont disséminées dans une large 
partie du péritoine26,27.  
Le pronostic est directement lié au stade de la maladie au moment du diagnostic25,27. 
Les patientes qui sont diagnostiquées au stade précoce ont un taux de survie à cinq 
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ans de 90%, mais elles représentent une minorité. Chez les femmes atteintes d'une 
maladie localement avancée au niveau de la cavité abdominale le taux tombe à 
environ 80% et à 25% chez celles qui souffrent d'une maladie métastatique, c’est à 
dire avec extension extra-abdominale24,28. Des études récentes ont mis en évidence 
que les cancers de l'ovaire les plus fréquents (adénocarcinomes séreux de haut 
grade), ne sont généralement pas initiés dans les ovaires. Mallen et al.29 montrent que 
la plupart trouvent leur origine dans les trompes de Fallope. Les cancers de l’ovaire 
séreux de haut grade, des trompes de Fallope et du péritoine ont des profils 
moléculaires semblables et sont considérés comme une même maladie.  
Il existe trois principaux types de tumeur de l'ovaire : le cancer épithélial (>90 %), le 
cancer des cellules germinales et la tumeur des cordons sexuels27. Parmi les cancers 
épithéliaux ou adénocarcinomes, on compte quatre principaux sous-types 
histologiques : séreux (haut grade, 70 à 80 %; bas grade, <5%), endométrioïde, 
mucineux et à cellules claires26,27 (Tableau 1). L’adénocarcinome séreux de haut garde 
étant le cancer de l’ovaire le plus fréquent, nous l’avons utilisé comme modèle dans 
nos travaux. 
Il existe des facteurs de risque et des facteurs de protection établis pour le cancer de 
l’ovaire. Parmi les facteurs de risque génétiques, on retrouve des antécédents 
familiaux de cancer de l’ovaire, du sein, de la prostate et du pancréas ainsi que des 
mutations des gènes BRCA 1 et 2 et d’un gène MMR (mismatch repair) qui peuvent 
augmenter le risque de 1,6 % à respectivement 40 %, 18 % et 10 %23,30. L'ovulation a 
également un lien direct avec le risque de cancer des ovaires31. Il a été montré que les 
facteurs qui interrompent l'ovulation, tels que l'utilisation de contraceptifs, l'apparition 
précoce des règles, la grossesse, l'allaitement et la ménopause précoce, sont des 
facteurs de protection23,25,26,31. L'endométriose a été liée à  5 à 15 %27,29 des cancers 
ovariens épithéliaux chez les jeunes femmes, ces cancers ont un meilleur pronostic 
global. D’autres facteurs comme les thérapies hormonales de substitution, le tabac et 
le poids sont également impliqués32,33 34. Chez les patientes qui ont un risque élevé, 
la salpingo-ovariectomie bilatérale (ablation des trompes et des ovaires), qui réduit 
l'incidence du cancer chez les porteuses de mutations du gène BRCA jusqu'à 80%35, 
ou la ligature des trompes de Fallope, peuvent être envisagées. 
Lorsqu'un cancer de l'ovaire est suspecté, les patientes subissent un examen clinique 
centré afin de détecter des nodules ou masses abdominales et/ou un liquide dans 
l'abdomen appelé ascite. Néanmoins, il n’existe encore aucun moyen efficace de 
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dépister le cancer de l’ovaire. L’échographie endovaginale, associée au test du 
marqueur CA125, peuvent aider à établir une suspicion clinique et guider les 
prochaines étapes23,36. Cependant, un véritable diagnostic est établi par une biopsie 
réalisée par chirurgie seule ou radio-guidée37. La classification du stade des cancers 
de l'ovaire est similaire à celle d'autres cancers, étant classée dans les stades I à IV 








10% de tous les cancers de l’ovaire 
Diagnostiqué à un jeune âge 
Meilleur pronostic que les séreux de haut grade 
Haut grade 
90% de tous les cancers de l’ovaire 
Pronostic le plus fatal 
Taux de mortalité à 10 ans : 70% 
Endométrioïde 
Originaire de l’endométriose 
Bon pronostic 
Mucineux 
Moins commun des cancers épithéliaux 
Associé avec métastases de la trachée gastro-intestinale 
Cellules claires 
10% des cancers épithéliaux 
Souvent diagnostiqué à des stades précoces 





3% des cancers de l’ovaire 
Fréquemment diagnostiqué chez les femmes jeunes 




Moins commune des tumeurs de l’ovaire 
< 2% des tumeurs primaires de l’ovaire  
Tumeur rarement maligne 
Principalement diagnostiqué tôt 
Le tabac peut diminuer le risque 
 
Tableau 1 : Caractéristiques des différents types de cancers de l’ovaire (Adapté de 
Stewart et al., Gynecology Oncology, 2019)36. 
 
Les traitements du cancer de l’ovaire reposent sur la chirurgie et la chimiothérapie à 
base de sels de platine. Plus récemment, les inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-ribose) 
polymerase)40  ont été acceptés comme traitement de 1ère ligne chez les patientes qui  
présentent une mutation BRCA. Le traitement de première intention est la 
cytoreduction complète par chirurgie. Cette technique permet la destruction/exérèse 
de toute la maladie macroscopiquement visible. Si cette option n’est pas faisable du 
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fait d’une altération de l’état général de la patiente ou d’une chirurgie potentiellement 
morbide, un traitement par chimiothérapie est alors débuté. La décision est 
généralement prise après la réalisation d’une laparoscopie ou cœlioscopie 
exploratoire. Cette technique permet d’accéder à la cavité abdominale par chirurgie 
peu invasive qui consiste en deux incisions infra-centimétriques permettant 
notamment l’insertion d’un endoscope et d’outils chirurgicaux. Elle permet de prélever 
des biopsies et de déterminer la charge tumorale et les organes touchés par la 
maladie. La chirurgie de cytoréduction implique généralement au moins une salpingo-
ovariectomie bilatérale ainsi qu’une ablation de l'utérus (hystérectomie) et de l'épiploon 
(tissu graisseux attaché à certains organes de la cavité péritonéale) et des gestes de 
péritonectomie associés. Elle doit être la plus complète possible, le but étant de 
parvenir à l'absence de résidu tumoral car le pronostic de la patiente est fortement lié 
à la quantité de tumeur restante27. Dans le cas des jeunes femmes atteintes d'une 
maladie à un stade très précoce qui souhaitent préserver leur fertilité, seuls les ovaires 
et les trompes de Fallope peuvent être retirés. Dans le cas de maladie avancée, la 
cytoréduction consiste souvent à enlever des parties des autres organes abdominaux. 
Également, une chimiothérapie peut être administrée avant l'opération afin de réduire 
la charge tumorale, cependant la survie globale des patientes est inférieure en 
comparaison aux patientes qui ont subi une chirurgie de première intention37,41. La 
chimiothérapie administrée directement dans l'abdomen (chimiothérapie 
intrapéritonéale (CHIP)) peut être envisagée dans certains cas mais son utilisation 
reste controversée.42,43  
La récidive est très courante et une résistance à la chimiothérapie standard à base de 
sels de platine est également fréquente44. Il existe un nombre croissant d'options de 
traitement pour la récidive, y compris d'autres médicaments de chimiothérapie ou des 
thérapies ciblées telles que les inhibiteurs de PARP. En général, la récidive montre 
des signes cliniques qui s’accompagnent d’une élévation du CA12545. La chirurgie de 
cytoréduction secondaire est aussi une option chez certaines patientes46,47. 
2.3 Cancer du col de l’utérus 
 
Le cancer du col de l'utérus représente le quatrième cancer le plus fréquent chez les 
femmes dans le monde, on estime à 570 000 nouveaux cas par an, avec 311 000 
décès en 2018 (World Health Organization). Avec une détermination du stade et un 
traitement adapté, le taux de contrôle local à trois ans est de 87 à 95% à un stade 
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précoce et de 74 à 85% à un stade avancé48,49. Par manque de dépistage et de 
vaccination contre le HPV, environ 90% des décès dus au cancer du col de l'utérus se 
produisent dans les pays sous-développés ou en développement50. 
Le col utérin est le point de communication entre l’utérus et le vagin, il comprend deux 
parties : le canal endocervical (ou endocol) dans la partie haute et l’exocol près du 
vagin (Figure 2). C’est à la limite de l’endocol et l’exocol, appelée zone de jonction, où 
prennent naissance la plupart des cancers. Les tumeurs qui apparaissent dans 
l’épithélium malpighien de l'exocol sont plus fréquentes (environ 75%) et sont le plus 
souvent des carcinomes épidermoïdes. En revanche, les tumeurs initiées dans 




Figure 2 : Représentation de l’appareil reproducteur féminin (INCa). 
 
La majorité des cas de cancer du col de l'utérus résultent d'une infection par le HPV51, 
l'ADN du HPV étant identifié dans environ 95 % des lésions cervicales malignes. Il 
existe différents types de HPV, treize sont cancérigènes, parmi eux, les HPV16 et 18 
sont impliqués dans 70% des cancers du col de l’utérus52. La majorité des infections 
à HPV sont transitoires et disparaissent spontanément. Toutefois, dans environ 10% 
des cas, le virus persiste et peut provoquer des lésions précancéreuses, susceptibles 
d’évoluer vers un cancer. Les lésions précancéreuses sont appelées néoplasies 
cervicales intraépithéliales ou CIN. Elles sont classées selon le degré de 
désorganisation de l’épithélium, on retrouve les lésions de bas grade (CIN1) qui 
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régressent généralement et de haut grade (CIN2 et 3) qui ont une plus forte probabilité 
d’évolution vers un cancer invasif.  
Depuis 2006, un vaccin prophylactique montrant une efficacité supérieure à 93%43 est 
proposé dans les pays développés pour les jeunes filles âgées de 11 à 14 ans (avant 
les premiers rapports sexuels). Deux vaccins formulés à partir des types 16 et 18 du 
HPV, ont été produits, chacun utilisant un adjuvant différent. L'un était bivalent (types 
16 et 18) et l'autre quadrivalent pour inclure en plus les types responsables des verrues 
génitales (types 6 et 11)53,54. Néanmoins, même chez les femmes vaccinées, le 
dépistage est indispensable puisque les vaccins actuellement disponibles ne couvrent 
pas tous les types cancérigènes du virus.  Les conditions de vaccination ont 
aujourd’hui évolué, les schémas de vaccination originaux étaient basés sur 3 doses 
(administrées à 0, 2 et 6 mois), récemment, il a été démontré que 2 doses étaient aussi 
efficaces que 3 doses55. La production d'un vaccin plus complet qui ajoute les types 
31, 33, 45, 52 et 58 au vaccin quadrivalent a démontré son efficacité lors d'essais de 
phase 356,57. Lorsqu’un cancer du col de l’utérus est suspecté, des biopsies sont 
réalisées au niveau des lésions et le diagnostic est confirmé par analyse 
anatomopathologique. L’étendue de la maladie est déterminée grâce à des examens 
d’imagerie et le stade est décrit selon la classification de la FIGO révisée en 201858,59. 
On distingue 4 stades qui sont répartis selon les stades précoces (IA, IB et IIA), les 
stades localement avancés (IIB, III et IVA) et le stade avancé (IVB). 
Le choix du traitement sera en fonction du stade du cancer. La chirurgie, la 
radiothérapie (externe ou curiethérapie) et la chimiothérapie peuvent être utilisées 
seules ou en combinaison. Pour les stades précoces (tumeur < 4cm), la chirurgie est 
recommandée. L’intervention la plus fréquemment réalisée est la colpo-hystérectomie 
élargie qui consiste en l’ablation de l’utérus, des paramètres et de la partie supérieure 
du vagin. Généralement, les ovaires et les LN du pelvis (curage ganglionnaire) sont 
également retirés. Pour les tumeurs plus volumineuses (> 4cm) ou localement 
avancées, le traitement de référence est la radio-chimiothérapie concomitante qui 
associe une radiothérapie externe, une chimiothérapie et une curiethérapie (source 
radioactive placée directement au contact de la tumeur)60. Cette combinaison a pour 
avantage de renforcer l’action respective de chacun des traitements. En effet, la 
chimiothérapie rend les cellules plus sensibles aux rayonnements et l’action combinée 
de la curiethérapie et de la radiothérapie externe permet de cibler de manière plus 
précise la tumeur et de préserver au mieux les tissus sains. Cependant, dans le cas 
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du cancer localement avancé, environ 30% des patientes présenteront une récidive 
locale dans les deux premières années après la fin du traitement.  
3. Immunosurveillance du cancer  
3.1 Historique : Mise en évidence de l’immunité anti-
tumorale 
 
La présence d’une réponse immune anti-tumorale n’est pas intuitive puisque ce sont 
nos propres cellules qui sont à l’origine de la maladie. Néanmoins, notre système 
immunitaire (SI) est capable de reconnaître et d’éliminer les cellules anormales au 
fonctionnement aberrant. La découverte de l’immunité anti-tumorale a débutée dans 
les années 1890, lorsque le Dr. W. Coley a remarqué des régressions tumorales chez 
des patients qui étaient également atteints d’une maladie infectieuse. Il a injecté la 
bactérie responsable de cette infection à l’un de ces patients cancéreux ce qui a 
entrainé une régression totale de la tumeur61,62. Au début du XXe siècle, P. Ehrlich a 
été l’un des premiers à concevoir l’idée que le SI réprime le développement tumoral. 
Cinquante ans plus tard, L. Thomas et F. Macfarlane Burnet émettent l’hypothèse que 
le SI reconnaît les tumeurs grâce à l’expression de néo-antigènes (néoAg) tumoraux 
spécifiques sur les cellules tumorales et les élimine en maintenant l’homéostasie 
tissulaire. Ils proposent le concept d’immunosurveillance63. Cependant, cette idée est 
longtemps restée controversée par manque de preuves expérimentales, elle a depuis 
été validée par un grand nombre d’études.  
Dans les modèles murins, la génération de souris immunodéficientes dans les années 
1990 a permis de mettre en évidence le rôle de l’immunité anti-tumorale spécifique. 
En effet, aucune différence dans le développement des tumeurs primaires n'a été 
constatée entre les souris « nude » ou athymiques et les souris de type sauvage64–66. 
Les souris nude ne sont pas totalement dépourvues de LT fonctionnels67,68, ils sont 
capables de produire deux composants du SI : l’interféron J (IFN-J) et la perforine. 
Toutefois, les souris dépourvues d’immunité adaptative RAG 2 (Reccombination 
Activating Gene 2) -/- sont plus susceptibles à la formation de tumeurs primaires que 
des hôtes sauvages. De plus, la croissance des tumeurs générées dans des souris 
immunodéficientes est fortement diminuée après transplantation dans des hôtes 
immunocompétents69. Les tumeurs de souris RAG 2-/- sont significativement plus 
immunogènes que les tumeurs de souris sauvages. Ces dernières ont leur SI qui a 
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détruit les cellules tumorales sensibles à l’immunosurveillance et sélectionné les 
cellules plus résistantes.  
L’immunosurveillance du cancer a aussi été mise en évidence chez les patients. En 
2003, une étude rapporte un cas de mélanome fatal qui avait été transféré dans un 
rein donné et qui est survenu alors que le donneur avait subi une résection de 
mélanome primaire 16 ans auparavant et avait été déclaré en rémission complète70. 
D’autre part, le traitement d’immunosuppression après transplantation d’organe a été 
associée à un risque augmenté de cancer par rapport à des individus sains ou en 
attente de transplantation71. La similitude du schéma d'augmentation du risque de 
cancer chez des patients infectés par le VIH suggère qu'il s'agit d'un déficit 
immunitaire, plutôt que d'autres facteurs de risque, qui est responsable de 
l’augmentation de l’incidence de cancer72. Des Ag tumoraux ont pu être identifiés chez 
les patients et permettent une discrimination des cellules saines et cancéreuses par 
les LT73. De plus, les LT infiltrant la tumeur (TIL) ont été identifiés par 
immunohistochimie sur des coupes de tumeurs de patients74,75.  
3.2 Généralités sur la réponse immunitaire dans le 
cancer 
 
La réponse immunitaire a pour but de : (i) faciliter la cohabitation avec les micro-
organismes bénéfiques qui constituent le microbiote, (ii) fournir une défense contre les 
agents infectieux, (iii) éliminer les cellules cancéreuses et (iv) initier des processus de 
réparation et de remodelage qui maintiennent l'homéostasie des tissus76. Le SI est 
organisé selon deux axes principaux : l'immunité innée et l'immunité adaptative77. Bien 
que ces deux composantes diffèrent principalement en termes de spécificité, rapidité, 
durée et fonctions effectrices, elles sont néanmoins complémentaires. Alors que la 
réponse innée est rapide mais endommage parfois les tissus par manque de 
spécificité, la réponse adaptative est précise, mais prend plusieurs jours ou semaines 
à se développer. La réponse adaptative génère une mémoire, de sorte que l'exposition 
ultérieure entraîne une réponse plus vigoureuse et plus rapide, elle assure une 
protection durable. 
L'immunité innée fait intervenir divers types de cellules de la lignée myéloïde, comme 
les cellules dendritiques (DC), les monocytes, les macrophages, les granulocytes et 
les mastocytes et de la lignée lymphoïde, notamment les cellules lymphoïdes innées 
(ILC), telles que les cellules NK78,79. Dans le cancer, les cellules immunitaires innées 
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assurent une réponse immédiate, elles sont capables de détecter les altérations 
moléculaires des cellules tumorales78,80,81. Ces cellules déclenchent ensuite des 
réponses immunitaires adaptatives tout en mettant en place leurs propres réponses 
effectrices, telles que la phagocytose pour les macrophages et les granulocytes, et la 
cytotoxicité naturelle pour les cellules NK78,79. En parallèle, le système du complément 
est activé et contribue à la création de l’inflammation76. Les réponses inflammatoires 
augmentent également le flux d'Ag des tissus infectés vers les LN, un mécanisme qui 
aidera à mettre en place une réponse immunitaire adaptative. De multiples tentatives 
ont été faites pour manipuler les réponses immunitaires innées dans le cancer. 
Cependant, elles n’ont conduit qu’à des données précliniques ou à des résultats 
prometteurs seulement dans les premiers essais cliniques81.  
La réponse immune adaptative anti-cancéreuse est spécifique, elle est assurée par 
les LT CD8 cytotoxiques (CTL), les LT CD4 auxiliaires et les lymphocytes B (LB) et 
plasmocytes. Les CTL sont capables de reconnaître un Ag tumoral présenté par une 
cellule cancéreuse, ce qui va permettre l’élimination directe de cette cellule par le 
lymphocyte activé. Le rôle clef des LT dans l'immunité anti-tumorale a été démontré 
par la corrélation positive entre l'infiltration par des lymphocytes au niveau du site de 
la tumeur et le bon pronostic des patients82,83. De plus, le succès clinique des thérapies 
manipulant ces cellules dans le but d’induire ou d’amplifier la réponse immune 
adaptative anti-cancéreuse, a confirmé le rôle primordial des LT dans l’élimination de 
la tumeur84–86. L'interaction entre l'immunité innée et l'immunité adaptative dans le 
cancer peut être illustrée par le rôle des cellules présentatrices d'Ag (CPA) dans le 
déclenchement de la réponse LT spécifique des Ag tumoraux87. Il est à noter que les 
CTL ne sont pas autonomes dans leurs fonctions. L’amorçage et le maintien des 
fonctions effectrices et le développement de LT CD8 mémoires dépendent de l’étroite 
collaboration avec les réponses immunitaires innées et les LT CD478,88. D’autre part, 
la réponse humorale, basée sur la production d'immunoglobulines (Ig) spécifiques des 
Ag tumoraux par les plasmocytes, dérivés des LB, a été identifiée dans plusieurs 
cancers89–91. La présence de LB dans les structures lymphoïdes tertiaires (TLS) a 
également été associée à une immunité protectrice dans le cancer92.  
Afin de renforcer l’immunité adaptative spécifique du cancer, il est primordial de 
connaître les différents mécanismes nécessaires à l’élaboration de cette réponse anti-
cancéreuse. Dans mon travail de thèse, je me suis particulièrement intéressée aux 
réponses adaptatives T spécifiques des Ag tumoraux qui, malgré l’implication de 
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nombreuses autres cellules immunitaires dans l’activité anti-cancéreuse, sont des 
acteurs centraux de l’élimination des cellules tumorales.  
3.3 Cycle de l’immunité spécifique anti-cancer 
 
Pour qu'une réponse immunitaire adaptative anti-cancéreuse conduise à la destruction 
efficace des cellules cancéreuses, une série d'événements doit être enclenchée 
(Figure 3)85.  
 
Figure 3 : Cycle de l’immunité spécifique anti-cancer (Chen et Mellman, Immunity, 
2013)85. 
 
Dans la première étape, les Ag créés le long du processus oncogénique sont capturés 
par les DC au sein de la tumeur. En parallèle, les DC reconnaissent des signaux de 
danger permettant leur maturation. Ensuite, les DC migrent jusqu’aux LN et présentent 
les Ag capturés aux LT via leur complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (étape 2), 
ce qui entraîne l'activation et la différenciation des LT spécifiques des Ag tumoraux 
(étape 3). Les LT mémoires et effecteurs migrent via la lymphe puis la circulation 
sanguine (étape 4) et infiltrent la tumeur (étape 5). Les LT CD8 en particulier, se 
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différenciant en CTL, reconnaissent les cellules cancéreuses puisqu’elles présentent 
à leur surface le peptide antigénique tumoral à l’aide de molécules du CMH de classe 
I. Les LT spécifiques de cet Ag, se lient par l’intermédiaire de leur récepteur des LT 
(TCR) au complexe peptide/CMH (étape 6), et tuent la cellule cancéreuse cible (étape 
7). La destruction de la cellule cancéreuse libère des Ag tumoraux supplémentaires 
(étape 1 à nouveau) pour augmenter l'ampleur de la réponse lors des mises en marche 
ultérieures du cycle. Cependant, des facteurs inhibiteurs peuvent interrompre le cycle 
et stopper ou limiter l'immunité anti-cancéreuse93.  
4. Antigènes tumoraux  
 
L’idée que les LT puissent reconnaître des Ag générés dans les cellules cancéreuses 
autologues est née dans les années 1980. Les travaux de T. Boon ont permis 
d’identifier les premiers épitopes tumoraux reconnus par les LT chez la souris94–96. 
Chez l’Homme, après avoir établie des lignées tumorales humaines in vitro ainsi que 
des clones de CTL autologues spécifiques de la tumeur, des tests de reconnaissance 
sont réalisés. Ils sont validés par lyse de la cellules tumorale et sécrétion de cytokines 
par les CTL97. Ces clones de CTL ont ensuite été utilisés pour disséquer les différents 
Ag présents dans la tumeur dans des expériences d'immunosélection. Cette technique 
consiste à sélectionner des sous-lignées clonales de tumeur qui ne sont pas tuées par 
les CTL afin d’obtenir des variantes de perte d'Ag qui acquièrent des résistances à 
certains clones CTL, tout en restant sensibles à d’autres clones CTL. Ces résultats ont 
indiqué la présence de plusieurs Ag distincts au sein d’une même lignée de 
mélanome98. Pour identifier ces Ag, une banque de cosmides préparés avec l'ADN de 
la lignée parentale de mélanome a été générée et ces cosmides ont été transfectés 
dans les cellules tumorales variante de perte. En 1991, cela a conduit à l'identification 
du premier gène humain, appelé MAGEA1, qui codait pour un Ag tumoral reconnu par 
les LT. Cet Ag n’est pas exprimé dans les tissus sains et a été identifié dans différentes 
lignées de mélanomes et dans d’autres types de tumeurs73.  
En 1995, une analyse sérologique des banques d'expression d'ADNc (ADN 
complémentaire) recombinant (SEREX) a été mise au point. Celle-ci utilise des 
banques d'ADNc tumoral exprimés dans des bactéries et les protéines obtenues sont 
mises en contact de sérums de patients atteints de cancer. Lorsque des anticorps (Ac) 
de patients se lient à des protéines tumorales, celles-ci sont identifiées par 
séquençage de l’ADN de la bactérie concernée91. Cela a conduit à l'identification de 
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plusieurs gènes codant pour des Ag tumoraux, tels que SSX-1, SSX-299 et NY-ESO-
1100.  
Une approche biochimique, basée sur l'élution acide des peptides antigéniques liés 
aux molécules du CMH, a permis d’identifier un Ag dérivé de la protéine de 
différenciation mélanocytaire GP100101.  
Par la technique d’immunologie inverse, des algorithmes ont été mis au point pour 
sélectionner des peptides qui sont susceptibles de se lier à une molécule du CMH102. 
Les peptides candidats sont synthétisés et leur liaison au CMH ainsi que la 
reconnaissance du peptide, présenté par des CPA ou des cellules tumorales, par des 
clones de LT sont testés in vitro. Plusieurs peptides antigéniques qui sont reconnus 
par les LT CD4 ou CD8 ont été identifiés grâce à ces approches103–107.  
Basé sur les transformations génétiques, épigénétiques, transcriptionnelles ou post-
traductionnelles des cellules cancéreuses, il existe différentes classes d’Ag tumoraux 
reconnus par les LT. La plupart d’entre eux sont spécifiques des tumeurs : c'est-à-dire 
présents au niveau des cellules tumorales et absents des cellules saines (néoAg, Ag 
viraux). D’autres ont une faible spécificité tumorale, ils peuvent être normalement 
exprimés dans certains tissus sains mais de manière aberrante dans les cellules 
cancéreuses (Ag surexprimés, Ag de la différenciation, cancer testis antigens (CTA))96 
(Figure 4).  
 
 
Figure 4 : Classes d’Ag tumoraux reconnus par les LT (Coulie et al., Nature review, 
2014)96. 
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4.1 Antigènes surexprimés  
 
La surexpression des protéines dans les tumeurs peut permettre une réponse T 
spécifique. Cependant, il est difficile d’établir leur surexpression par rapport aux 
cellules saines ainsi que le seuil d'expression en dessous duquel le CTL ne reconnaîtra 
pas l'Ag. Plusieurs peptides tumoraux dérivés de gènes surexprimés ont été identifiés, 
la plupart en utilisant l'approche de l'immunologie inverse108 . Parmi eux ; ceux dérivés 
du gène MOK et reconnus par des CTL dans le carcinome à cellules rénales109, ainsi 
que des peptides dérivés de l'inhibiteur d'apoptose survivin110,111 et de la protéine 
p53112,113. Comme les Ag surexprimés sont communs à de nombreuses tumeurs, ils 
représentent des cibles intéressantes pour le développement de thérapies. 
L'oncogène et récepteur de facteur de croissance HER2 est surexprimé dans de 
nombreuses tumeurs épithéliales telles que les carcinomes des ovaires et du sein114–
116. L’efficacité du traitement des patientes atteintes d'un cancer du sein par le 
trastuzumab (Herceptin), un anticorps monoclonal (AcM) bloquant HER2, a été 
largement démontrée, même si son mécanisme d’action est essentiellement lié à son 
effet inhibiteur de l’activité oncogénique de HER2. Le gène qui code pour la protéine 
Wilms tumor 1 (WT1)  est exprimé à un niveau 10 à 1000 fois plus élevé dans les 
cellules leucémiques que dans les cellules normales117,118. Des patients atteints de 
leucémie ont reçu une greffe de cellules hématopoïétiques allogéniques, suivie d'une 
injection de clones CTL provenant de donneurs qui ont reconnu WT1 et une diminution 
du nombre de cellules leucémiques a été observée119. Toutefois, leur ciblage n'est pas 
sans risque de développer des réactions auto-immunes en raison de l'expression faible 
mais encore détectable des gènes correspondants dans les tissus sains. 
4.2 Antigènes de différenciation  
Les Ag de différenciation sont impliqués dans la différenciation mélanocytaire et 
présents dans le mélanome120. Il s’agit de protéines souvent impliquées dans la 
biosynthèse de la mélanine ou la biogenèse des mélanosomes (organites dans 
lesquels la mélanine est synthétisée). L'expression des gènes correspondants dépend 
du facteur de transcription MITF (microphthalmia associated transcription factor)121. 
Ces Ag sont immunogènes, des réponses spécifiques T CD4 et CD8 ont été identifiées 
chez des patients porteurs de tumeurs qui les expriment122. Il est intéressant de noter 
que des réponses immunes spontanées dirigées contre les peptides dérivés de 
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protéines telles que la tyrosinase123,124, gp100125–127, Melan-A/MART-1128,129, TRP-1130 
ou TRP-2131 sont fréquentes chez les patients atteints de mélanome132–134. En clinique, 
un transfert adoptif de CTL anti-Melan-A a permis la régression de métastases 
cérébrales de mélanome135. Des peptides ont également été identifiés à partir de l'Ag 
spécifique de la prostate et de la phosphatase acide prostatique, deux protéines 
exprimées dans les tissus sains et tumoraux de la prostate136,137. L'Ag carcino-
embryonnaire (CEA) est souvent fortement exprimé dans le cancer colorectal, mais 
également dans les cellules épithéliales normales du tractus intestinal138. 
4.3 Antigènes « cancer/lignée germinale » 
 
L’expression de ces Ag, aussi appelés CTA, est normalement restreinte aux cellules 
germinales et trophoblastes73,139, cependant ils peuvent être exprimés de manière 
aberrante dans les tumeurs (Tableau 2). 
 
 
Tableau 2 : Expression de CTA dans les tumeurs de différents types histologiques 
(Fratta et al., Molecular oncology, 2011)140. 
 
Ces Ag sont codés par plus de 70 familles de gènes141, dont une partie majeure est 
présente sur le chromosome X. Les plus étudiés sont les gènes ou familles de gènes 
; MAGE (comprenant 25 gènes fonctionnels regroupés dans trois régions du 
chromosome X : MAGEA, MAGEB et MAGEC142–144), BAGE145, GAGE146,147, 
NYESO1100,148, SSX149,150 et Cycline A151. Malgré de récents progrès, les fonctions de 
la plupart de ces protéines restent peu connues152. Leur expression spécifique à la 
tumeur résulte de la déméthylation de leur promoteur153–156. Cependant, un faible 
niveau d'expression de MAGE-A12 a récemment été signalé dans le cerveau 
humain157.  Certains CTA sont très immunogènes, ils induisent des réponses B et T 
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chez les patients porteurs de tumeur qui les expriment. Comme les cellules germinales 
et les cellules trophoblastiques n’expriment pas de molécules du CMH à leur 
surface158, elles ne peuvent pas présenter d'Ag aux LT. En raison de l’immunogénicité 
élevée de ces Ag et de leur expression limitée à la tumeur, ils offrent des possibilités 
pour le diagnostic et le ciblage thérapeutique du cancer par vaccination ou transfert 
adoptif de LT. 
L’Ag tumoral NY-ESO-1  
NY-ESO-1 (New York Esophageal Squamous cell carcinoma-1) ou CTAG1, est un 
CTA qui a été identifié par la technique SEREX100, il est exprimé par un large éventail 
de tumeurs malignes telles que le mélanome, le cancer du sein159, de la vessie, de la 
prostate, de l’ovaire et le carcinome hépatocellulaire100. NY-ESO-1 est une protéine 
de 18 kDa avec 180 acides aminés (AA), comprenant une région N-terminale riche en 
glycine et une région C-terminale fortement hydrophobe avec un domaine Pcc-1. Les 
fonctions biologiques de cette protéine sont inconnues. Cependant, le domaine Pcc-1 
suggère qu'elle pourrait être impliquée dans la progression du cycle cellulaire160. NY-
ESO-1 est un Ag tumoral hautement immunogène capable d'induire des réponses 
spécifiques humorales89,159 et cellulaires161. Le transfert adoptif de LT CD8 et CD4 
spécifiques de NY-ESO-1 a eu des bénéfices cliniques dans le mélanome et le 
sarcome162,163. NY-ESO-1 a également été sélectionné pour le développement de 
vaccins anti-cancer164–166. Actuellement, NY-ESO-1 est une cible privilégiée pour le 
développement d’immunothérapies et est impliqué dans de nombreux essais 
cliniques152.  
4.4 Antigènes mutés 
Les mutations somatiques ou autres altérations génétiques comme la fusion de gènes, 
l’épissage alternatif et les insertions ou délétions codent pour de nouvelles séquences 
peptidiques dans les tumeurs, qui sont absentes des tissus sains. Même s’il existe des 
mutations récurrentes oncogéniques (driver mutations) dans des oncogènes connus 
(CDK4, KRAS167–169, protéines de fusion BCR-ABL et TEL-AML1106,170), la plupart des 
mutations tumorales sont des mutations accessoires (passenger mutations) qui ne 
confèrent pas d'avantage de survie aux cellules. Les mutations sont donc présentes le 
plus souvent dans des tumeurs uniques (mutations privées)171. Une médiane de 44 
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mutations par tumeur a été observée avec un nombre de mutations élevé dans les 
tumeurs induites par des agents mutagènes comme le mélanome avec les rayons UV 
et les cancers bronchiques, ORL et de la vessie avec le tabac. La fréquence des 
mutions somatiques a été répertoriée dans plusieurs cancers171 (Figure 5).  
 
Figure 5 : Fréquence des mutations somatiques dans les cancers (Lawrence et al., 
Nature, 2013)171. 
Certaines séquences mutées peuvent constituer des épitopes, appelés néoépitopes 
ou néoantigènes, reconnus par les LT CD4 ou CD8172,173. Il est supposé que la 
contribution de ces Ag à l'immunogénicité des tumeurs varie en fonction du taux de 
mutation. Ainsi, les tumeurs avec un taux de mutation élevé porteraient davantage 
d'Ag mutés et seraient plus immunogènes. En effet, il a été montré dans le mélanome 
qu’une charge mutationnelle élevée est associée à la réponse à l’immunothérapie174 
et à la survie des patients175. Les thérapies basées sur l’utilisation de néoAg peuvent 
être divisées en deux grandes classes : les vaccins à base de néoAg qui visent à 
augmenter le nombre de LT spécifiques in vivo, et les thérapies cellulaires, dans 
lesquelles des LT spécifiques des néoAg sont administrés au patient176. Le processus 
actuel d'identification des néoAg débute par la cartographie des aberrations 
génétiques détectées à l'aide de la comparaison du séquençage de l'exome entier des 
cellules saines et tumorales. Le séquençage de l'ARN est ensuite utile pour analyser 
les événements d'épissage alternatifs, déterminer si un gène muté est exprimé dans 
la tumeur et analyser le niveau d'expression. Après l’identification des néoépitopes 
candidats, il existe trois options pour prédire leur liaison aux molécules du CMH et leur 
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immunogénicité : la prédiction in silico computationnelle, la spectrométrie de masse et 
les tests basés sur la présence de LT spécifiques chez le patient177.  
4.5 Antigènes viraux 
 
Les virus sont à l'origine de plusieurs types de cancers dont le carcinome du col de 
l’utérus, le carcinome oropharyngien, l'hépatocarcinome et certaines leucémies178. Les 
protéines virales sont produites dans les cellules tumorales et donnent naissance à 
des peptides antigéniques qui sont alors strictement associés à la tumeur et qui 
peuvent être détectés par les LT. Les Ag viraux ont montré leur avantage pour la 
prévention et le traitement du cancer. Le transfert adoptif de LT spécifiques du virus 
provenant de donneurs peut reconstituer l'immunité antivirale chez les receveurs et 
être efficace tant pour prévenir que pour traiter les infections à cytomégalovirus, à virus 
Epstein-Barr et à adénovirus179–181. Dans le cas des cancers associés au virus HPV, 
les vaccins prophylactiques sont largement utilisés dans la prévention des cancers du 
col de l’utérus et bientôt mis en place pour les cancers de l’oropharynx liés au HPV. 
Les vaccins thérapeutiques contenant des peptides longs du HPV correspondant aux 
protéines oncogéniques et antigéniques E6 et E7 du HPV16 sont apparus comme une 
thérapie prometteuse dans certains cancers gynécologiques. En effet, ces peptides se 
sont avérés capables d'augmenter le nombre et l'activité des LT CD4 et CD8 
spécifiques du HPV16182,183. 
5. Réponse lymphocytaire T spécifique de la tumeur 
5.1 Cellules dendritiques  
 
Les DC sont des CPA professionnelles qui acquièrent et apprêtent des Ag puis 
présentent des motifs peptidiques aux LT CD4 et CD8 naïfs pour induire des réponses 
immunitaires spécifiques de l'Ag. Les DC sont constituées de sous-types spécialisés 
qui diffèrent en terme d’origine, fonction et phénotype. On distingue trois catégories : 
les conventionnelles (cDC), les plasmacytoïdes (pDC) et les inflammatoires 
(moDC)184. Les cDC sont soit résidentes dans les LN, soit migratoires présentes dans 
les tissus et y jouent un rôle de sentinelles. Les cDC peuvent être séparées en cDC1 
(CD141+) spécialisées dans la cross-présentation des Ag aux LT CD8 et en cDC2 
(CD11c+) spécialisées dans la présentation des peptides exogènes aux LT CD4185. 
Les DC intra-tumorales spécialisées dans l'activation des CTL sont les cDC1, elles 
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expriment les marqueurs CD141, CCR7 et CLEC9A. En effet, les cDC1 ont un rôle 
essentiel dans le trafic d'Ag tumoraux vers les LN, ce qui entraîne une stimulation des 
CTL et un apport d'Ag aux cDC résidentes. Il a été montré que le niveau d'expression 
de CCR7 dans les tumeurs corrèle positivement avec la présence de DC CD141+ et 
de TIL et avec la réponse clinique186. Les pDC présentent la première barrière de 
protection contre l’expansion virale. Après une infection, elles ont une forte capacité à 
produire des IFN de type I pour faciliter la réponse antivirale. Les moDC (monocyte-
derived Dendritic Cells) n’apparaissent qu’en cas d’infection ou d’inflammation. Elles 
proviennent de la différenciation de monocytes circulants. Une nouvelle classification 
détaillée des DC a été générée en utilisant le séquençage d'ARN unicellulaire (single 
cell (sc) RNA-seq)187. Elle révèle des nouvelles subdivisions au sein des pDC et cDC2 
et identifie les progéniteurs circulants de cDC.  
Les DC immatures qui ont une forte capacité de capture des Ag (par phagocytose, 
endocytose ou micropinocytose) expriment peu les molécules du CMH et de co-
stimulation à leur surface. Les DC deviennent matures après détection des signaux de 
danger188–190 tels que, dans le cadre de l’immunité anti-tumorale, des facteurs libérés 
par les cellules tumorales mourantes (ATP, HMGB1), appelés DAMP (Damage 
Associated Molecular Pattern), ou par le microbiote intestinal, appelés PAMP 
(Pathogene Associated Molecular Pattern), ils sont reconnus via des récepteurs de 
l’immunité innée tels que les TLR (Toll-Like Receptor) présents à la surface cellulaire 
ou endosomale des DC. Les cytokines pro-inflammatoires contribuent également à la 
maturation des DC. Les DC matures perdent alors leur capacité de phagocytose mais 
acquièrent une capacité élevée de présentation des Ag car elles expriment fortement 
les molécules du CMH et de co-stimulation. Les DC matures sont aussi capables de 
produire des cytokines et de migrer vers les organes lymphoïdes secondaires (OLS) 
comme les LN, grâce au récepteur de chimiokines CCR7, pour interagir avec les LT et 
les activer191.   
5.2 Activation des lymphocytes T  
 
1. Apprêtement des Ag et présentation des peptides par les molécules du CMH 
Les Ag ne sont pas reconnus sous leur forme native par les LT, des mécanismes 
protéolytiques faisant intervenir des protéases, permettent leur fragmentation en 
peptides qui seront présentés par les molécules du CMH. 
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Le CMH de classe I exprimé par toutes les cellules nucléées, est spécialisé dans la 
présentation de peptides endogènes. Cependant, les DC sont également capables de 
présenter des peptides exogènes sur leur CMH-I par le processus de présentation 
croisée192 (Figure 6).  
 
Figure 6 : Présentation croisée (Mintern et al., Current opinion in Immunology, 
2015)193. 
Différents mécanismes permettent aux Ag d’être internalisés dans les DC et d’accéder 
au CMH-I193. Ils peuvent être transférés des vésicules d’internalisation vers le cytosol 
grâce au système ERAD (ER-Associated Degradation system). Une fois dans le 
cytosol, les Ag sont dégradés en peptides par un des trois types de protéasome 
(standard, intermédiaire ou l’immuno-protéasome)194,195 et les peptides accèdent au 
réticulum endoplasmique (RE) ou aux endosomes via le transporteur TAP (Transporter 
associated with Antigen Processing). Ils sont alors clivés en peptides de 9 à 11 AA et 
se lient aux molécules du CMH-I196. Les complexes CMH-I/peptide sont finalement 
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exportés à la surface de la DC. Ce complexe CMH-I/peptide est capable de se lier de 
manière spécifique à un TCR présent sur les LT CD8 197.  
Les molécules du CMH-II présentent des peptides originaires de protéines exogènes 
internalisées198. Les protéines du soi endogènes peuvent également être apprêtées 
suite au processus d'autophagie. Les molécules du CMH-II sont transportées de 
l’appareil de Golgi vers les endosomes et lysosomes sous la forme d'un complexe lié 
à la chaîne invariante (peptide CLIP). Dans les compartiments endosomaux qui 
contiennent les Ag internalisés, la chaîne invariante est dégradée et remplacée par 
des peptides de 13 à 15 AA générés, à partir des Ag, par des protéases vésiculaires 
à pH acide193. Les complexes CMH-II/peptide sont exprimés à la surface des CPA 
incluant les DC, les LB, les macrophages et les cellules épithéliales thymiques199, ils 
se lient spécifiquement au TCR présent sur les LT CD4.  
2. Interaction DC/LT 
Les DC matures qui présentent des peptides tumoraux à leur surface vont regagner 
les LN via les vaisseaux lymphatiques pour interagir avec les LT naïfs qui sont attirés 
par un gradient de chimiokines dans les zones T du paracortex. Pour être amorcés, 
les LT doivent recevoir trois signaux d'activation qui vont permettre leur expansion 








Figure 7 : Les trois signaux d’activation des LT (Halloran, NELM, 2004)200. 
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Le signal 1 consiste en l’interaction spécifique du TCR (composé de deux chaines 
protéiques D et E), avec le complexe CMH/peptide. En parallèle, les corécepteurs tels 
que CD4 et CD8 interagissent respectivement avec les molécules du CMH-II et du 
CMH-I. Il doit être suivi par un signal 2, de co-stimulation, qui fait intervenir les 
molécules CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) exprimées principalement par les CPA et le 
CD28 exprimé par les LT. L’activation des facteurs de transcription qui en résulte : 
NFAT (nuclear factor of activated T cells), NF-κB (nuclear factor- κB) et AP-1 
(activation protein-1), favorise l’expression de nouvelles molécules par le LT incluant 
le CD154, l’IL-2 (interleukine-2) et le CD25. L’IL-2 et d’autres cytokines (ex. IL-15) qui 
se fixent sur leurs récepteurs spécifiques, activent la voie Pi3K/mTOR qui initie la 
prolifération des LT et déclenchent les mécanismes qui amplifient les réponses T. Le 
signal 3, induit par d’autres cytokines (ex. IL-12 et IFN de type I) permettra également 
la différenciation des LT naïfs. Dans le cas des LT CD4, le signal 3, qui fait intervenir 
plusieurs cytokines, est responsable de l’orientation de leur différenciation. Les LT 
CD4 peuvent en effet être polarisés vers différents sous-types comme les LT auxilières 
(Th) : Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 ou LT régulateurs (Treg) (détaillés ci-après).  
Le contact entre les DC et les LT conduit à la mise en place d’une synapse 
immunologique monocentrique201–203 formée suite à une polarisation du cytosquelette 
d’actine et des microtubules et à la concentration de molécules de présentation, de co-





Figure 8 : Synapse immunologique (Friedl at al., Nature review, 2005)203. 
La synapse immunologique est stable et dynamique, elle s’organise en régions 
concentriques. La partie centrale appelée cSMAC (central Supramolecular Activation 
Cluster) comprend principalement le TCR qui interagit avec le complexe CMH/peptide, 
et les molécules de co-stimulation. A la périphérie, se trouve la région pSMAC 
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(peripheral Supramolecular Activation Cluster), composée des molécules d’adhésion, 
notamment ICAM-1 et LFA-1.  
5.3 Sous-populations de lymphocytes T CD4  
 
Les LT CD4 sont une famille de lymphocytes très diversifiés qui présentent un certain 
niveau de plasticité de différenciation204,205. Ces cellules fournissent une aide 
essentielle aux LT CD8/CTL et LB en remplissent des fonctions effectrices ou 
régulatrices selon les signaux de l’environnement. Des combinaisons de cytokines 
permettent aux LT CD4 naïfs de se différencier en sous-populations qui luttent 
contre l'invasion par des pathogènes intracellulaires (Th1), les agents infectieux 
extracellulaires, notamment des parasites (Th2), les infections bactériennes 
extracellulaires et fongiques (Th17) et régulent l'auto-immunité (Treg)206. Dans le 
cancer, les LT CD4 spécifiques des Ag tumoraux ont été identifiés, ils peuvent induire, 
maintenir ou supprimer les réponses immunitaires (Figure 9).  
 
 
Figure 9 : Contribution des LT CD4 à l’immunité anti-tumorale (Kim et Cantor, 
Cancer Immunology Research, 2014)207. 
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Des études ont suggéré que les Th1, LT CD4 cytotoxiques (CD4 CTL) et Tfh peuvent 
exercer une activité anti-tumorale efficace. D'autre part, les Treg ou, dans certaines 
circonstances les Th2 et Th17, peuvent avoir une activité pro-tumorale207. 
 
Th1 et Th2  
Les fonctions des Th1 et Th2 sont déterminées par respectivement, par les facteurs 
de transcription T-bet208 et GATA3209. Les cellules Th1 sont caractérisées par la 
sécrétion d'IFN-J et de TNF-D, les Th2 sécrètent les IL-4, -5, et -13. Des études ont 
montré que les lymphocytes Th1 ont une puissante activité anti-tumorale grâce à leur 
forte production d'IFN-J et de chimiokines qui améliorent l'amorçage et l'expansion des 
CTL210,211. Les Th1 aident également à recruter des NK et des macrophages de type I 
au site tumoral212. La contribution des Th2 à l'immunité anti-tumorale a été 
controversée. L’IL-4 peut exercer des effets antitumoraux213 en facilitant une infiltration 
accrue des éosinophiles et des macrophages214. Le transfert adoptif de Th2 et 
l'induction d'une immunité Th2 peuvent éliminer des métastases de mélanome dans 
les tissus pulmonaires de façon dépendante des éosinophiles 215. Inversement, les 
Th2 spécifiques des Ag de tumeur pancréatique peuvent favoriser la transformation et 
la croissance tumorale216. De plus, la fréquence de LT CD4 spécifiques des Ag 
tumoraux qui produisent de l'IL-5, a été corrélée avec la croissance progressive des 
carcinomes du rein et mélanomes217. 
 
Th17 
La différenciation des Th17 est induite par le TGF-E (Transforming Growth Factor E) 
et l’IL-6 et maintenue par l’IL-23, leurs fonctions dépendent des facteurs de 
transcription STAT3 et RORJt et ils se caractérisent par la production d’IL-17 (A et 
F)218,219. Bien que les Th17 et l’IL-17A ont été retrouvés dans de nombreuses tumeurs 
humaines, leur contribution à l’immunité anti-tumorale reste non élucidée220–222. D’une 
part, l’IL-17A induit l'expression de chimiokines et métalloprotéases qui favorisent les 
réponses inflammatoires associées à des effets pro-tumoraux. L'expression intra-
tumorale de l'IL-17 pourrait favoriser l'angiogenèse et la croissance des tumeurs et 
inhiber l'infiltration des CTL223,224. D’autre part, les Th17 différenciés in vitro et 
spécifiques des Ag tumoraux possèdent une activité anti-tumorale contre le mélanome 
B16 murin225,226. Dans cette étude, les Th17 permettent le recrutement de DC ainsi 
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que l'amorçage des CTL spécifiques des Ag tumoraux. De plus, la plasticité des Th17 
pourrait donner un avantage dans l’activité anti-tumorale. Des auteurs ont mis en 
évidence une signature génique qui les dote d'un phénotype moins différencié qui 
pourrait contribuer à leur longue durée de vie, leur plasticité et leur capacité à s'auto-
renouveler227,228. Les Th17 spécifiques de l’Ag tumoral MAGE-A3 qui apparaissent 
spontanément chez les patients atteints d'un cancer du poumon peuvent se 
différencier en cellules effectrices sécrétant de l'IFN-J229.  
 
CD4 CTL 
Ces lymphocytes sont caractérisés par leur capacité à sécréter du granzyme B et de 
la perforine pour lyser les cellules cibles après stimulation via le CMH-II. Ainsi, les CD4 
CTL peuvent avoir une activité dans la surveillance immune des CPA. L'une des 
principales fonctions des CD4 CTL est l'immunité antivirale, mais ils ont également été 
détectés lors de réponses anti-tumorales230. En effet, les cellules tumorales, qui 
n'expriment normalement pas les molécules de CMH-II, peuvent devenir des cibles 
pour les CD4 CTL. Il a été montré que l’injection d’IFN-J ou l'irradiation induit 
l'expression du CMH-II à la surface des cellules épithéliales ou tumorales231,232. Le 
transfert adoptif de LT CD4 spécifiques d’Ag tumoraux dans des souris dépourvues de 
LT, suivi d'une irradiation et d'un traitement par des AcM anti-CTLA-4, entraîne la 
sécrétion d'IFN-J et de granzyme B et est associé à la régression des tumeurs233. Les 
marqueurs spécifiques des CD4 CTL n'ont pas encore été définis. Cependant, la 
molécule CRTAM (Class I-restricted T cell-associated molecule) a été identifiée 
comme marqueur précoce234. Les CD4 CTL peuvent se développer aux sites 
d'infection et d'inflammation à partir de Th0, Th1, Th2, Th17 ou Treg235. Néanmoins, 
ceux dérivés de Th1 représentent la majorité des CTL CD4, ils produisent de l’IFN-J 
seul ou associé au TNF-D et à l’IL-2236. Dans un modèle murin, des études ont montré 
que l'activité des molécules de co-stimulation OX-40 et 4-1BB peut également 
favoriser la formation de CD4 CTL237,238. Les CD4 CTL peuvent être régulés par les 
facteurs de transcription T-bet et EOMES, en fonction de leur stade de maturation.  
 
LT auxiliaires folliculaires (Tfh) 
Leur nom vient de leur capacité à migrer vers les OLS et à résider dans les follicules 
B où ils interagissent avec les LB pour favoriser leur différenciation en plasmocytes. 
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Ils sont caractérisés par l'expression de CXCR5, ICOS (Inducible T-cell COStimulator) 
et PD-1 et par la sécrétion d'IL-21. Leur différenciation est médiée par le facteur de 
transcription Bcl-6 (B-cell lymphoma 6)239. Les Tfh sont essentiels pour lutter contre 
les infections virales et sont impliqués dans l’auto-immunité. Des études ont montré 
que les Tfh infiltrant la tumeur sécrètent CXCL13 suite à l’activation du facteur de 
transcription Sox4 et jouent un rôle clé dans la formation de structures lymphoïdes 
ectopiques, qui sont corrélées avec un bon pronostic240,241. Une analyse récente 




Les Treg sont caractérisés par l'expression du facteur de transcription FOXP3 et la 
chaîne alpha du récepteur de l'IL-2 (CD25). Les Treg peuvent être dérivés du thymus 
(tTreg) et sont aussi appelés naturels (nTreg), ou être induits (iTreg) en périphérie en 
réponse au TGF-E243. L'activité régulatrice de ces cellules est d'une importance 
capitale pour le maintien de la tolérance du soi. En effet, elles contribuent à l'inhibition 
de l’auto-immunité et à la prévention des réponses immunitaires excessives en 
supprimant la différenciation, la prolifération et les fonctions des LT. Les Treg ont 
également un impact important sur les réponses immunitaires anti-tumorales, ils 
empêchent une immunité efficace contre le cancer (les mécanismes régulateurs des 
Treg sont détaillés dans le chapitre II, partie 3.1). Le rapport Treg/LT CD8 élevé dans 
les tumeurs corrèle avec une faible survie des patients244. Des facteurs du TME 
permettent le recrutement des Treg. Dans le cancer de l'ovaire, la chimiokine 
inflammatoire CCL2 induit la migration des Treg dans la tumeur et est associé à une 
faible survie245. La sécrétion de la chimiokine CCL21 par les cellules de mélanome 
favorise l'accumulation de Treg qui est associée à la croissance tumorale246.  
Th9 et Th22 
Les Th9 ont récemment été identifiés247, ils se différencient sous l’influence du TGF-E 
et de l’IL-4 et sécrètent de l’IL-9. Ces cellules sont pro-inflammatoires et semblent avoir 
un rôle important dans les maladies auto-immunes248 et allergiques249. Contrairement 
aux travaux réalisés sur les cancers hématologiques qui montrent une activité pro-
tumorale de l’IL-9250, plusieurs études ont montré que cette cytokine a des propriétés 
anticancéreuses dans les tumeurs solides. Le transfert adoptif de Th9 spécifiques d’Ag 
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tumoraux dans des souris déplétées de lymphocytes bloque la croissance du 
mélanome. Cet effet a été annulé par un traitement avec des AcM neutralisants l'IL-
9251. Les Th9 induits en présence d'IL-1β ont montré des fonctions anticancéreuses 
puissantes d'une manière dépendante de l’IRF1 (Interferon Regulatory Factor 1) et de 
l’IL-21252.  
Les Th22 se différencient en présence d'IL-6 et de TNF-D, ils sont caractérisés par la 
production d’IL-22 et jouent un rôle dans les maladies inflammatoires et auto-immunes. 
L'IL-22 a des effets bénéfiques sur la survie et la prolifération des cellules tumorales 
dans les cancers du poumon, du foie et de la peau non mélanome253,254. Une 
augmentation de l'expression de l'IL-22 ou de son récepteur est associée à la 
progression de la maladie et à une diminution de la survie globale dans les cancers du 
pancréas, gastrique et colorectal255,256. Le potentiel pro-tumoral de l'IL-22 est 
principalement médié par STAT-3, un oncogène bien établi qui induit l’expression des 
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL dans les cellules tumorales.  
5.4 Mécanisme d’action des CTL  
 
1. Traffic des LT jusqu’au site tumoral et infiltration dans la tumeur 
Suite à leur amorçage dans les OLS, les LT expriment le récepteur 1 (S1PR1) de la 
sphingosine-1-phosphate (S1P) à leur surface et rejoignent la circulation lymphatique 
en suivant le gradient de S1P257. Les lymphocytes recirculent ensuite en permanence 
à travers la lymphe, le sang et les tissus lymphoïdes258, ce trafic est essentiel pour la 
surveillance immunitaire. Les LT vont être attirés jusqu’au site de la tumeur grâce à 
l’expression de récepteurs de chimiokines (CCR5, CXCR3) qui lient les chimiokines 
inflammatoires (CCL5, CXCL9, CXCL10) produites au site tumoral259.  
Il est bien connu que les lymphocytes naïfs peuvent entrer dans les LN à travers les 
veinules à endothélium épais (HEV), des vaisseaux sanguins spécialisés dans 
l'extravasation des lymphocytes dans les tissus lymphoïdes par une cascade de 
mécanismes d'adhésion et d’infiltration (rolling, sticking, crawling and 
transmigration)260. Dans ces étapes, des molécules d’adhésion (LFA1, ICAM1, L-
selectin) et de chiomiotactisme (CCR7, CCL21) sont impliquées (Figure 10).  
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Figure 10 : Entrée des lymphocytes par les HEV (Girard et al., Nature review, 
2012)260. 
Récemment, il a été démontré que ces vaisseaux HEV, identifiés par leur marqueur 
MECA-79, sont présents dans les tumeurs solides humaines261. Les TIL utiliseraient 
cette voie pour entrer au site tumoral. En effet, une densité élevée des HEV tumoraux 
est associée à une infiltration accrue des LB et LT, ainsi qu’à la réponse au traitement 
dans le cancer du sein262.  
2. Reconnaissance des cellules cancéreuses par les LT  
Dans les cellules tumorales, certaines protéines présentes dans le cytoplasme et le 
noyau sont dégradées par le protéasome en peptides. Le transporteur TAP transloque 
les peptides dans le RE, dans lequel les molécules du CMH-I sont présentes. La liaison 
de peptides de 9 à 11 AA est nécessaire pour le repliement correct du CMH-I. Le 
complexe CMH-I/peptide est transporté vers la membrane plasmique, où le peptide 
est présenté263. Au site de la tumeur, les LT vont reconnaître le complexe CMH-
I/peptide à la surface des cellules cancéreuses, par leur TCR spécifique. Après contact 
LT/cellule tumorale, une synapse immunologique sécrétoire se forme203. Similaire à 
celle crée avec les DC, elle est caractérisée par un domaine sécrétoire, à côté du 




INTRODUCTION – I) L’immunité anti-tumorale  
 57 
3. Lyse de la cellule tumorale 
Les LT polarisent rapidement leur centre d'organisation des microtubules (MTOC), le 
complexe de l’appareil de Golgi, et les granules cytotoxiques, vers la cellule tumorale. 
Les granules cytotoxiques, contenant de la perforine et des granzymes, sont 
transportés par des lysosomes sécrétoires264. Ceux-ci fusionnent avec la membrane 
plasmique des LT au niveau du domaine sécrétoire ce qui permet la libération de leur 
contenu dans la fente synaptique265. La perforine perce la membrane plasmique de la 
cellule cancéreuse et permet l’entrée des molécules cytotoxiques capables d’induire 
l’apoptose de la cellule cible. Après la sécrétion des granules, les protéines localisées 
dans les lysosomes, telles que les glycoprotéines membranaires associées aux 
lysosomes (LAMP), LAMP-1 (CD107a) et LAMP-2 (CD107b), sont exprimées à la 
surface des CTL. Ces molécules sont des marqueurs de la dégranulation. Les CTL 
expriment le ligand de Fas (Fas-L) également capable d’induire l’apoptose par liaison 
au Fas présent sur les cellules tumorales, cependant ces cellules cibles ont montré 
des résistances à ce mécanisme. Les CTL expriment également rapidement des 
niveaux élevés d'IFN-J et de TNF-D après leur activation266. Une étude récente montre 
que l’exposition des cellules tumorales à l’IFN-J induit des modifications des gènes 
connus qui déclenchent une interférence avec la prolifération, l’augmentation de la 
machinerie de présentation des Ag et la libération de chimiokines qui attirent les 
cellules immunitaires267. L'implication du TNF-D dans le développement du cancer est 
assez complexe, il a des effets opposés sur la croissance de la tumeur selon ses 
niveaux élevés ou faibles dans le TME268. 
5.5 Aide des lymphocytes T CD4 aux CTL 
 
Les LT CD4 jouent un rôle essentiel dans le développement d'une immunité anti-
tumorale efficace269. Ils peuvent avoir des effets anti-tumoraux directs par la sécrétion 
de cytokines ou en induisant la mort des cellules tumorales via les ligands TRAIL ou 
FasL270,271. Cependant, leur principale contribution est de fournir l'aide nécessaire pour 
générer et amplifier les réponses CTL spécifiques de la tumeur88,272. Les LT CD4 sont 
essentiels pour l'amorçage des réponses T CD8 suite à la présentation croisée de 
l’Ag273 ainsi que pour leur expansion clonale et leur différenciation en CTL effectrices 
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et mémoires274. Les DC permettent de relayer les signaux d'aide des LT CD4 vers les 
CTL.  
 
Amorçage des CTL  
L'imagerie intravitale a révélé que l'amorçage des réponses T CD8 se fait en deux 















Figure 11 : Amorçage des CTL (Borst et al. Nature review, 2018)88. 
 
L’activation des DC migratoires et résidants se fait, dans la première étape 
d'amorçage, par les signaux innés et, dans la deuxième étape, par les LT CD4276,277. 
Les LT CD8 et CD4 sont activés dans les LN par différentes populations de DC, 
souvent de manière asynchrone. Plus particulièrement, les LT CD8 sont initialement 
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activés par la présentation croisée de l’Ag par les cDC1 migratoires qui ont rejoint les 
LN. Suite à leur activation, les LT CD8 produisent la chimiokine XCL1 afin de recruter 
les cDC1 résidants qui expriment le récepteur à l’XCL1 (XCR1) à leur surface278. Ceux-
ci vont recevoir l'Ag des cDC1 migratoires qui ont effectué la première étape 
d'amorçage. Enfin, les cDC1 résidants chargés des Ag tumoraux, migrent vers la zone 
paracorticale du LN, où ils entrent en interaction avec les LT CD4 préactivés. Cette 
interaction LT CD4/DC optimise l’activité des cDC1 afin de relayer les signaux qui 
permettent la différenciation des CTL à partir des LT CD8 préactivés qui reconnaissent 
l'Ag sur ce même cDC1. 
 
Signaux moléculaires impliqués 
Les signaux pour l'expansion clonale et la différenciation des CTL effecteurs et 
mémoires sont délivrés par le TCR, les récepteurs de co-stimulation et les récepteurs 
de cytokines. Dans la deuxième étape de l'amorçage, la présentation de l'Ag aux LT 
CD4 par une cDC1 résidente augmente l’expression du CD40L par ces LT CD4 
activés. L’aide est déclenchée par le signal provenant du CD40L qui se lie au CD40 
exprimé par la DC. En effet, la stimulation des DC avec des AcM anti-CD40 a supprimé 
le besoin des LT CD4 pour induire des réponses CTL279. La signalisation CD40 dans 
la cDC1 augmente sa capacité de présentation de l'Ag, sa sécrétion de cytokines et 
son expression de molécules de co-stimulation275,280,281. Les interférons de type I, l'IL-
12 et l'IL-15 produits par la cDC1 agissent directement sur les LT CD8 pour favoriser 
leur différenciation en CTL282–284. Les DC stimulés via leur CD40 des niveaux élevés 
de CD80 et/ou CD86 et CD70, qui interagissent respectivement avec CD28 et CD27 
sur les LT CD8. Ces molécules de co-stimulation sont nécessaires puisqu’une 
combinaison d'AcM bloquants dirigés contre CD80 et/ou CD86 et CD70 a abrogé la 
capacité des DC activées via leur CD40 à amorcer une réponse CTL285. La 
signalisation par le TCR et le CD28 initie l'expansion clonale des LT CD8 activés. La 
signalisation du CD27 active la différenciation, la survie286 et le métabolisme des 
CTL287, directement ou par l'intermédiaire de l'IL-12 sécrétée par les DC et de l'IL-2 
autocrine288 provenant des LT CD8. En effet, le CD27 augmente l’expression du 
récepteur de l'IL-12 (IL-12RE2)289 et de l'IL-2 (IL-2RD ou CD25) et la sécrétion d’IL-2 
par les LT CD8. L'IL-2 et l'IL-21 sécrétées par les LT CD4 peuvent également soutenir 
la réponse CTL (Figure 12).  
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Figure 12 : Interactions moléculaires durant la deuxième étape d’amorçage (Borst et 
al. Nature review, 2018)88. 
 
L'aide des LT CD4 enclenche également des modifications génétiques et 
épigénétiques des LT CD8 impliquant l'expression de facteurs de transcription290 tels 
que EOMES, T-bet et ID3, qui optimisent les fonctions effectrices et mémoires des 
CTL. 
5.6 TJG 
Les LTJG sont une sous-population de LT qui possèdent un TCR composé par les 
chaînes J et G. Cependant, il est à noter que ces lymphocytes ne font pas partie de la 
réponse immune adaptative. Ces LT représentent 1 à 5% des LT circulants et 
contribuent aux réponses immunitaires lors d'infection, de transformation cellulaire et 
de dommages tissulaires. Ils reconnaissent les Ag par un mécanisme non restreint par 
le CMH, une caractéristique importante qui les distingue des LTDE. Les LTJG ont un 
phénotype CD4-CD8- et expriment un TCR dont les chaînes variables VG1, VG2 ou VG3 
sont couplées avec soit VJ9 soit VJ2/3/4/5/8, généralement appelés VJnon9. La plupart 
des LTJG expriment le TCRVJ9VG2 (50 à 95% des LTJG) et recirculent dans le sang 
périphérique et les OLS291. Les LTJG exprimant la chaîne VG1, qui est associée aux 
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différentes chaînes VJ, sont présents dans les tissus extra-lymphoïdes pour 
l'immunosurveillance. 
Le rôle anti-tumoral des LTJG a été identifié et fait intervenir leur sécrétion de cytokines 
comme l’IFN-J et leur cytotoxicité292. Des analyses transcriptomiques de tumeurs 
solides ont montré l'association des TILJG totaux avec des résultats favorables dans 
les cancers293. Il a été montré que les TCRVJ9VG2 réagissent au phosphoAg294 
associé aux complexes BTN2A1 et BTN3A1 pour tuer les cellules cancéreuses295. Les 
phosphoAg sont des Ag non peptidiques produits à des niveaux élevés par les voies 
de biosynthèse des isoprénoïdes dans les cellules transformées ou infectées296. En 
plus des TCR, les récepteurs de cellules NK, en particulier le NKG2D, contribuent 
également à la réactivité tumorale des LT VJ9VG2297. Il a été démontré que la 
surexpression des ligands de NKG2D, ULBP1298 et ULBP4299 par respectivement, les 
tumeurs hématologiques et épithéliales, entraîne des réponses cytotoxiques efficaces 
par les LT VJ9VG2. En outre, la contribution des TILJG au bénéfice des patients atteints 
de cancer est controversée300,301 et complexe, comme le montre l'association du 
TCRVG1 et des LT CD8 et non du TCRVG2 avec la rémission dans le cancer du sein 
triple négatif302. En effet, les LTJG sont très efficaces pour éliminer les cellules 
tumorales et fournir des réponses protectrices contre le cancer par l'intermédiaire de 
IFN-J, mais dans certains cas, ils peuvent favoriser la croissance de la tumeur par la 
production d'IL-17303. Les immunothérapies à base de LTJG sont en développement 
dans plusieurs essais cliniques304. Le transfert adoptif de LT non DE de donneurs sains 
montre des résultats prometteurs chez les patients atteints de leucémie.  
5.7 Mémoire (TCM, TEM, TRM) 
TCM et TEM 
La mémoire immunologique est caractérisée par le potentiel de survie à long terme 
des LT spécifiques d’un Ag donné. Elle résulte de la différenciation des LT naïfs suite 
à leur amorçage dans les LN et de l'expansion clonale. Au cours de la ré-exposition à 
l'Ag, les LT mémoires subissent une forte expansion et provoquent une réponse 
immunitaire plus efficace et plus rapide par rapport à la réponse primaire. Les travaux 
de F. Sallusto et A. Lanzavecchia ont permis d’identifier et de caractériser deux sous-
populations de LT mémoires; les LT mémoires centraux (TCM) et les LT mémoires 
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effecteurs (TEM) qui se distinguent par leur phénotype (Figure 13), leur fonction et leur 
localisation305.  
 
Figure 13 : Hétérogénéité phénotypique des lymphocytes T mémoires (Sallusto et al. 
Annual review of immunology, 2004)306. 
Les TCM migrent vers les LN grâce à l’expression de CCR7 et CD62L, ils sont 
dépourvus de fonctions inflammatoires et cytotoxiques. En revanche, ils ont un fort 
potentiel de prolifération, sécrètent de l’IL-2 et lors d’une seconde stimulation, les LT 
CD4 mémoires peuvent stimuler efficacement les DC, aider les LB et générer une 
nouvelle vague de cellules effectrices. Les TEM n’expriment pas CCR7, ils sont 
facilement disponibles, peuvent pénétrer dans les tissus périphériques inflammés 
grâce à l’expression de récepteurs de chimiokines et sont dotés de diverses fonctions 
effectrices. Les LT suivent un modèle de différenciation linéaire dans lequel les LT 
naïfs se différencient d'abord en TCM puis en TEM. Certains CTL TEM ré-expriment le 
marqueur CD45RA et sont définis comme TEMRA, ils ont atteint un stade de 
différentiation plus avancé que les TEM et possèdent la plus grande quantité de 
perforine. En fonction de l'intensité, de la durée de la stimulation par le TCR et de la 
présence de cytokines polarisantes, les LT atteignent des niveaux hiérarchiques de 
différenciation différents307.  
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TRM 
Certains LT mémoires ont récemment été identifiés comme LT résidants mémoires 
(TRM), ils ont la particularité de persister dans les tissus périphériques sans 
recirculer308. Les TRM jouent un rôle essentiel dans les maladies infectieuses et 
inflammatoires. Il s'agit de LT CD4 ou CD8 hautement activés, même si les LT CD4 
TRM sont nettement moins décrits. Un article récent montre que les TRM CD4+ jouent 
un rôle dans des modèles d'inflammation intestinale309. La localisation stratégique des 
TRM permet une surveillance continue des tissus310 et une détection précoce de 
l’infection. Ils sont capables de produire rapidement et de manière efficace des 
cytokines inflammatoires (IFN-J, TNF et IL-2) qui permettent de recruter des DC et 
TEM311. Ce sous-ensemble de LT est considéré comme une lignée indépendante avec 
un profil spécifique de facteurs de transcription, tel que ; Runx3+, Notch+, Hobit+, 
Blimp1+, BATF+, AHR+, EOMES- et T-betlow312.  
La résidence des TRM dans les tissus est assurée par deux mécanismes majeurs : 
l'absence de réponse aux signaux qui favorisent le retour dans le sang ou dans les 
tissus lymphoïdes et l'adhésion au tissu. La rétention est assurée par trois marqueurs 
spécifiques des TRM exprimés à leur surface ; l’intégrine CD103 (DE(CD103)E7) qui se 
lie aux cellules épithéliales, l’intégrine CD49a (VLA-1 ou D1E1) qui se lie aux 
composants de la matrice extracellulaire313 et la lectine de type C CD69 qui régule à 
la baisse l'expression de S1PR1, récepteur favorisant la sortie des LT des tissus314. Il 
est à noter que certains LT CD8 TRM sont dépourvus de CD103, et que cette intégrine 
n'est pas un marqueur absolu de la résidence des LT CD4 TRM315. Le phénotype des 
TRM dépend des cytokines et des cellules sécrétrices qui infiltrent les tissus, ce qui peut 
expliquer leur diversité phénotypique. L’IL-33 et le TNF-D, en combinaison avec le 
TGF-β, peut induire un phénotype TRM316, ainsi qu'une diminution de l'expression du 
facteur de transcription KLF2 responsable de l’expression de S1PR1 dans les LT 
CD8317. L’IL-15 a été montrée nécessaire pour le maintien du phénotype TRM318. Seule 
une sous-population particulière de DC, les CD1c+ qui produisent du TGF-E, ont la 
capacité de générer des TRM319. Ils peuvent être différentiés à partir de LT naïfs dans 
les LN, en effet, un précurseur de TRM (pTRM) a été identifié320. Ces pTRM vont être 
recrutés dans les tissus et maturés en TRM sous l’influence de signaux inflammatoires. 
Les cellules TCM et TEM peuvent également se différencier en TRM dans les tissus 
périphériques, ce qui suggère une plasticité des LT mémoires321.  
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Les TRM ont été identifiés pour la première fois dans des tumeurs de patients atteints 
de cancer du poumon322. Dans cette étude, les TIL CD8 CD103+, présentent des 
signatures transcriptomiques et phénotypiques de TRM. Depuis, ils ont été identifiés 
dans de nombreuses tumeurs solides et semblent jouer un rôle important dans les 
réponses spécifiques de la tumeur. Dans le cancer du col de l’utérus, CD103 est un 
marqueur de LT réactifs à la tumeur et de réponse à l’immunothérapie ciblant les 
protéines E6/E7323. Des analyses transcriptomiques ont permis de décrire qu'une 
signature TRM est fréquemment retrouvée dans les TIL322. La présence de LT CD8 
CD103+ dans les tumeurs est corrélée avec une meilleure survie sans récidive et une 
meilleure survie globale des patients atteints de cancer du sein, du poumon, de 
l’endomètre, des ovaires, du col de l'utérus et de la vessie324. Des études montrent de 
façon intéressante que les TRM sont corrélés avec la survie de patients atteints d'un 
cancer du poumon indépendamment des LT CD8325,326. Le CD103 interagit avec la E-
cadhérine présente sur les tumeurs épithéliales327 et cette interaction est nécessaire 

















Figure 14 : Signature des TRM (Mami-Chouaib et al., Journal for Immunotherapy of 
Cancer, 2018)312. 
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Il a été montré que le TGF-E, qui est abondant dans de nombreuses tumeurs 
solides328, induit l'expression du CD103 en initiant la signalisation intracellulaire des 
intégrines via l’activation de la voie PKB/AKT329. Dans cette étude, les auteurs ont 
également montré que le recrutement des LT CD8 dans les tumeurs est inhibé par des 
AcM dirigés contre le CD103. De plus, la neutralisation par AcM du TGF-β ou 
l'inactivation de son récepteur sur les LT CD8 entraîne une diminution du nombre de 
LT CD8 CD103+326. Le transfert adoptif de TIL CD8 présentant un phénotype TRM 
inhibe la croissance tumorale dans des modèles murins330. De nouvelles stratégies 
sont capables d’induire les TRM. Par exemple, la vaccination intranasale induit 
localement des TRM et inhibe la croissance des tumeurs dans des modèles 
orthotopiques de cancer de la tête et du cou326. D’autre part, les TRM participent à 
l’efficacité d’immunothérapies anti-cancéreuses322 qui sont détaillées dans le chapitre 
III. Ainsi, les TRM semblent être des acteurs importants de la surveillance immunitaire 






II) La tumeur échappe au système immunitaire 
 
Malgré le fort potentiel de reconnaissance et d’élimination de la tumeur par le SI, les 
tumeurs sont capables de contourner et supprimer efficacement les réponses 
immunes. En effet, l’échappement au SI est l’un des « hallmarks » du cancer. Le SI 
crée une pression de sélection des cellules tumorales résistantes à l’élimination par 
les LT. En parallèle, la tumeur adopte des caractéristiques qui lui permettent d'éviter 
sa détection, active un ensemble de voies de régulation négative qui perturbent le 
cycle de l’immunité du cancer et crée un microenvironnement immunosuppresseur. 
Par conséquent, les LT présents au site tumoral acquièrent des marqueurs à leur 
surface ainsi que des facteurs de transcription qui régulent négativement leurs 
fonctions cytotoxiques, leur prolifération et différenciation, ils atteignent un stade 
d’épuisement. 
1. Immunoediting  
 
L’idée que le SI contrôle non seulement la croissance, mais aussi l’immunogénicité 
des tumeurs69,332, a entraîné une révision majeure du concept de l'immunosurveillance 
du cancer. Il a été démontré que les tumeurs formées chez les souris ayant un SI 
incomplet sont plus immunogènes que les tumeurs provenant de souris 
immunocompétentes. En effet, le SI joue un double rôle dans le cancer. Il peut non 
seulement contrôler la croissance de la tumeur en éliminant les cellules cancéreuses 
ou en inhibant leur croissance, mais aussi favoriser la progression de la tumeur, soit 
en sélectionnant les cellules tumorales qui sont les plus aptes à survivre, soit en 
établissant un microenvironnement qui facilite la croissance tumorale333. Cette 
observation a permis au groupe de R. Schreiber de formuler la théorie de 
l'immunoediting du cancer, qui souligne la double action de l'immunité sur les tumeurs 
en développement. Ce processus se déroule en trois phases distinctes appelées 
"élimination", "équilibre" et "échappement" (Figure 15)334,335. Il est à noter que les 
tumeurs peuvent entrer directement dans la phase d'équilibre ou d'échappement sans 
passer par une phase antérieure.  
 
 








La phase d'élimination est décrite comme une version actualisée de 
l’immunosurveillance du cancer, dans laquelle les versants inné et adaptatif du SI 
travaillent ensemble afin de détecter la présence d'une tumeur en développement et 
la détruire avant qu'elle ne devienne cliniquement apparente. Les mécanismes 
impliqués sont décrits dans le chapitre 1. Si la destruction des cellules tumorales est 
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achevée, la phase d'élimination représente le stade final du processus 
d’immunosurveillance du cancer. L’existence de la phase d’élimination a été déduite 
de l'apparition plus précoce ou plus importante de tumeurs chez des souris 
dépourvues de certains sous-types de cellules immunitaires, de molécules de 
reconnaissance, de protéines cytotoxiques ou de cytokines334.  
1.2 Équilibre 
 
Certaines cellules tumorales peuvent survivre à la phase d'élimination et entrer dans 
la phase d'équilibre. Dans cette phase, le SI adaptatif empêche la croissance des 
cellules tumorales mais façonne également leur immunogénicité. En effet, le SI impose 
une pression de sélection où les cellules tumorales résistantes seront conservées, ce 
qui a pour conséquence une diminution de l’immunogénicité de la tumeur. Dans cette 
phase, le SI maintient les cellules tumorales résiduelles dans un état fonctionnel de 
dormance. Ces cellules tumorales latentes peuvent résider chez les patients pendant 
des décennies avant de reprendre finalement leur croissance sous forme de tumeurs 
primaires ou de métastases336. Les preuves de l'existence d'une phase d'équilibre 
proviennent d'expériences de tumorigenèse utilisant des souris immunocompétentes 
traitées avec de faibles doses d’un carcinogène chimique, le 3’-méthylcholanthrène 
(MCA). Même si ces souris ne développaient pas de tumeurs, elles hébergeaient tout 
de même des cellules cancéreuses pendant une longue période. Ce phénomène a été 
démontré grâce à la déplétion des LT CD4 et CD8 et à la neutralisation de l’IFN-J, ce 
qui a engendré l’apparition de sarcome au site d'injection du MCA chez 60% des 
souris337.  
1.3 Échappement  
 
Dans la phase d'échappement, les cellules tumorales qui ont acquis la capacité de 
contourner la reconnaissance et/ou la destruction immunitaire émergent comme des 
tumeurs visibles à croissance progressive. Le passage de l'équilibre à la phase 
d'échappement peut se produire si la population de cellules tumorales change en 
réponse au SI et/ou si le SI de l'hôte est modifié vers l’immunosuppression. Les 
nombreux mécanismes responsables de l’échappement des cellules tumorales au 
contrôle exercé par le SI sont détaillés dans les parties 3,4,5 et 6 de ce chapitre II.  
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2. Phénotypes immunitaires du cancer 
2.1 Tumeurs chaudes et froides 
 
Les tumeurs ne sont pas toutes infiltrées par les cellules immunitaires. L’analyse 
histologique de coupes de tumeurs de patients ainsi que leur réponse à 




Figure 16 : Phénotypes immunitaires du cancer (Chen et Mellman, Nature review, 
2017)84. 
 
Le premier profil est le phénotype dit « enflammée », il est caractérisé par la présence 
de LT CD4 et CD8, souvent accompagnés de cellules myéloïdes, au site de la tumeur. 
Ces cellules sont positionnées à proximité des cellules tumorales. Les tumeurs 
enflammées peuvent également être identifiées par marquage immunohistochimique 
de la molécule PD-L1338. Cependant, l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales, 
par opposition aux cellules immunitaires dans la tumeur, n’est pas toujours corrélée à 
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la densité de l’infiltrat lymphocytaire339. Des cytokines pro-inflammatoires et effectrices 
peuvent également être détectées340. Ce profil suggère que la réponse immunitaire 
anti-tumorale préexistante a été inhibée. En effet, les réponses cliniques à 
l’immunothérapie surviennent le plus souvent chez les patients atteints de tumeurs 
enflammées341. Cependant, une réponse n'est pas assurée chez ces individus, ce qui 
indique que l'infiltration par des cellules immunitaires est nécessaire mais insuffisante.  
Le deuxième profil est le phénotype immuno-exclue, qui se caractérise également par 
la présence de cellules immunitaires abondantes. Cependant, les cellules 
immunitaires ne pénètrent pas dans le tissu tumoral, elles sont retenues dans le stroma 
qui entoure les cellules cancéreuses342,343. Généralement, après un traitement 
d’immunothérapie, les LT peuvent présenter des signes d'activation et de prolifération 
mais pas d'infiltration et les réponses cliniques sont rares. Ces caractéristiques 
suggèrent que la réponse anti-tumorale est présente mais a été rendue inefficace par 
un blocage de la pénétration des LT dans la tumeur.  
Le troisième profil, le phénotype du désert immunitaire, se caractérise par une pénurie 
de LT dans le tissu tumoral et le stroma344,345. Bien que des cellules myéloïdes peuvent 
être présentes, le TME est caractérisé de « non enflammé » avec peu ou pas de LT 
CD8. Ces tumeurs répondent rarement à l’immunothérapie qui cible les LT338. Ce 
phénotype reflète l'absence d'une immunité anti-tumorale préexistante, ce qui peut 
être le résultat d'une ignorance immunologique, de l'induction d'une tolérance ou d'un 
manque d'amorçage ou d'activation appropriée des LT. 
Plus généralement, les tumeurs enflammées sont dites « chaudes » et les tumeurs  
immuno-exclues et désertiques sont considérées comme des tumeurs « froides ». 
Les cancers des VADS et du col de l’utérus323 sont considérés comme des tumeurs 
chaudes, le cancer de l’ovaire comme peu enflammé. En effet, des TIL ont été détectés 
chez seulement la moitié des patientes atteintes de cancer de l’ovaire346. 
2.2 Éléments qui influencent le profil immunitaire 
 
La mise en place d’un TME enflammé est déterminé par la présence de cellules 
immunitaires et cytokines (IFN de type I, IL-12, IL-23, TNF-D, IL-2) pro-inflammatoires, 
favorables à l’activation et l’expansion des LT347. Plusieurs facteurs peuvent influencer 
la génération d’un tel microenvironnement, comme les variations génétiques et 
épigénétiques de la tumeur, le génome du patient, l'âge, le microbiome et les facteurs 
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environnementaux84. De faibles variations de ces facteurs suffisent à faire pencher la 
balance entre tolérance et immunité. 
La charge mutationnelle d'une tumeur contribue à son profil immunitaire. Les mutations 
qui apparaissent au début de l'oncogenèse et qui sont partagées par presque toutes 
les cellules cancéreuses peuvent générer des réponses anti-tumorales plus efficaces 
que les mutations qui apparaissent plus tard et qui sont limitées à une sous-population 
de cellules cancéreuses. Bien qu’une charge mutationnelle élevée favorise les 
réponses  LT, certaines mutations, en particulier les driver mutations, peuvent atténuer 
les réponses immunitaires. Par exemple, des mutations dans les gènes KRAS et BRAF 
diminuent l’expression des molécules du CMH-I348,349. Les mutations récurrentes dans 
les gènes qui contrôlent l'expression des produits du CMH-I ou la mort cellulaire dans 
les tumeurs, affectent le degré d'inflammation350. Les modifications épigénétiques et 
l'expression de microARN contribuent également à l'immunogénicité d'une tumeur. En 
effet, il a été montré que l'expression des cytokines au cours du développement des 
LT est régulée par des modifications épigénétiques351. La réponse aux stimuli 
infectieux varie d'une personne à l'autre, tout comme la susceptibilité aux maladies 
inflammatoires chroniques et auto-immunes. Ceci est principalement dû à la variabilité 
des gènes associés à la réponse immune dans la population352. Cette variabilité 
génétique affecte également la capacité à mettre en place une réponse anti-tumorale. 
Par exemple, le polymorphisme du gène TLR4 dans le cancer du sein est susceptible 
d’affecter l'amorçage des LT. En effet, les patients présentant un allèle perte de 
fonction répondent moins bien à la radiothérapie et à la chimiothérapie, ce qui suggère 
la présence d'une réponse immunitaire altérée353. Le microbiome joue un rôle 
important non seulement dans l'initiation de certains cancers, mais aussi dans la 
réponse à la chimiothérapie et à l'immunothérapie354. Le microbiote intestinal influence 
également les réponses anti-tumorales spontanées355. L'immunité anti-tumorale peut 
aussi être affectée par des facteurs environnementaux comme la présence d’agents 
infectieux, le régime alimentaire et les médicaments. En plus de ces facteurs, des 
régulations négatives peuvent interrompre le cycle de l’immunité du cancer à 
différentes étapes et être responsables de l’absence des cellules immunitaires au site 
tumoral. 
Les tumeurs chaudes et froides sont toutes deux susceptibles d’échapper au SI. Dans 
le cas des tumeurs froides, il est supposé que les tumeurs ne sont pas, ou peu, 
immunogènes et que les régulations négatives, conduites par la tumeur, interviennent 
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plutôt dans les premières étapes du cycle de l’immunité du cancer. Par conséquent, 
aucune cellule immunitaire n’est retrouvée dans la tumeur. Dans le cas des tumeurs 
chaudes, l’échappement serait principalement dû à des mécanismes inhibiteurs qui 
ont lieu au site tumoral et qui ciblent les TIL, ce qui empêche l’élimination des cellules 
cancéreuses. Les LT atteignent alors un stade d’épuisement. 
3. Microenvironnement tumoral immunosuppresseur 
 
Les cellules cancéreuses qui persistent au sein de la tumeur libèrent des molécules 
inhibitrices et attirent ou induisent des cellules immunes immunosuppressives, ce qui 
va créer un microenvironnement immunosuppresseur. Celui-ci régule négativement 




Figure 17 : Mécanismes d’échappement au système immunitaire (Vesely et al., 
Annual review of immunology, 2011)334. 
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3.1 Recrutement et induction de cellules immunes 
immunosuppressives  
Les tumeurs peuvent recruter ou induire des cellules immunitaires 
immunosuppressives telles que des Treg, MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells) 
et macrophages (M2) qui subissent une expansion locale. L’infiltration par ces cellules 
est associée à un mauvais pronostic.  
Treg  
Les Treg s’accumulent au site de la tumeur et exercent des fonctions 
immunosuppressives. D’un point de vue phénotypique, ils peuvent être identifiés 
comme LT CD4+FOXP3+CD25hiCD127-. Les Treg sont recrutés dans les tumeurs en 
réponse aux chimiokines secrétées par les cellules tumorales et les cellules 
immunitaires innées. Les combinaisons clés de récepteurs de chimiokines et 
chimiokines sont CCR4-CCL22356, CCR5-CCL5357, CXCR3-CXCL9/10/11358 et 
CCR10-CCL28359. La déplétion des cellules CD25+ ou CCR10+ a éliminé les Treg des 
tumeurs qui surexpriment la CCL28 et a inhibé la croissance tumorale360, démontrant 
l’importance des Treg dans le contrôle de l’immunité anti-tumorale. Dans le cancer de 
l’ovaire, il a été mis en évidence une accumulation de Treg CXCR3+ qui inhibent la 
prolifération et la sécrétion d’IFN-J des LT358. L’IL-10361, le TGF-E362 et l’adénosine 
(Ado)363, dérivés de cellules tumorales et de DC immunosuppressives infiltrant la 
tumeur, favorisent l'expansion continue des nTreg ainsi que la génération des iTreg364. 
Dans des modèles murins, des études ont montré que les pDC favorisent l'activation 
des Treg via l’enzyme indoléamine 2, 3-dioxygénase (IDO)365 et que les monocytes ou 
macrophages qui expriment le récepteur à l’angiopoïétine 2, permettent leur 
expansion, au dépens de la suppression des LT effecteurs366. Les Treg sont associés 
à un mauvais pronostic dans de nombreux cancers367. Ils s’accumulent au niveau des 
lésions primaires368, métastatiques369, ainsi que dans les LN drainants370 la tumeur. 
Dans les cancers des VADS, ils ont été identifiés avec des fréquences et fonctions 
suppressives plus élevées dans la circulation sanguine des patients en comparaison 
aux donneurs sains371. 
Les Treg exercent leurs activités immunosuppressives via de nombreux 
mécanismes (Figure 18).  
 















Figure 18 : Mécanismes d’immunosuppression des Treg (Vignali et al., Nature 
review of immunology, 2008)372. 
Perturbation métabolique de l'activité des LT effecteurs. Les Treg ont besoin d'IL-
2, sécrété par les LT effecteurs, pour le maintien de leur métabolisme. Cependant, les 
Treg consomment l’IL-2 de manière abondante via l’expression constitutive de CD25, 
limitant ainsi l'expansion, la différenciation et la fonction des LT effecteurs qui sont 
alors privés d’IL-2373. 
Expression de récepteurs inhibiteurs (CTLA-4, PD-1, PD-L1, LAG-3, TIM-3, TIGIT 
qui sont décrits dans la partie 5 de ce chapitre). Les Treg peuvent inhiber la maturation 
des DC par l’interaction de LAG-3 avec le CMH-II. De plus, les Treg ont une expression 
constitutive de CTLA-4, qui se lie aux molécules de co-stimulation CD80/86 sur les 
DC, prive les LT du signal de co-stimulation et induit l’expression d'IDO, d'IL-10 et de 
TGF-E par les DC374. Les Treg peuvent également interagir directement avec les LT 
effecteurs, via PD-L1, pour supprimer leurs fonctions. 
Génération d’adénosine. L’ATP est une molécule inflammatoire et un signal de 
danger. Cependant, les Treg, chez la souris, expriment les ectonucléotidases CD39 et 
CD73 qui, ensemble, convertissent l’ATP en une molécule immunosuppressive ; 
l’adénosine375. 
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Sécrétion de cytokines immunosuppressives. Les Treg sécrètent des médiateurs 
solubles tels que le TGF-E, l'IL-10 et l'IL-35, qui peuvent supprimer l'expansion des LT 
effecteurs et la sécrétion de cytokines (IFN-J, TNF-D)376.  
Cytotoxicité directe. Les Treg peuvent également tuer directement les LT ou DC par 
cytolyse à l'aide du ligand TRAIL377, des granzymes A et B et de la perforine378. 
MDSC 
Les MDSC représentent une population hétérogène de cellules myéloïdes 
progénitrices et immatures379. Elles peuvent se développer dans le sang périphérique 
grâce à des interactions avec les molécules pro-angiogéniques BV8 (prokineticin-2) et 
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)380 et sont recrutées dans les tumeurs par 
les chimiokines CCL2 et CXCL5, particulièrement dans les sites d'hypoxie381. Les 
MDSC sont également capables d’inhiber les LT au niveau des LN. La production des 
molécules GM-CSF, IL-1β, VEGF, TGF-E et prostaglandine E2 (PGE2) par les tumeurs 
conduit à l'expansion des MDSC et à leur accumulation dans la masse tumorale382. 
Ces cellules sont considérées comme l'un des composants majeurs de 
l'immunosuppression dans un contexte tumoral et possèdent de nombreuses fonctions 
immunosuppressives : 
Inhibition des cellules immunitaires effectrices. Les MDSC produisent de 
l’arginase (ARG), une enzyme qui induit une privation en L-arginine, essentielle pour 
la prolifération des LT383. Elles produisent également de l’oxyde nitrique (NO) et des 
espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui inhibent les TCR et les chimiokines par 
nitrolysation, empêchant l’activation et l’infiltration intra-tumorale des LT384. De plus, 
elles sécrètent abondamment les molécules immunosuppressives IL-10 et TGF-E et 
expriment le ligand PD-L1 ce qui inhibe les fonctions des LT effecteurs.   
Induction de l’angiogenèse. Les MDSC secrètent des facteurs angiogéniques, 
comme le VEGF, qui favorisent la néovascularisation tumorale. 
Stimulation des Treg. Les MDSC expriment le CD40, capable de se lier au CD40L 
(CD154) exprimé par les Treg, ce qui amène à leur activation385. 
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Les MDSC circulantes sont associées à une faible survie et sont inversement corrélées 
avec la présence de LT spécifiques d’Ag tumoraux, par exemple NY-ESO-1386. Il a été 
montré qu’une réponse clinique à l'immunothérapie, bloquant le récepteur inhibiteur 
(RI) CTLA-4 exprimé par les LT, ne nécessite pas seulement de réactiver les LT, mais 
implique également une diminution du nombre de MDSC387. Cependant, les MDSC 
ont une plasticité phénotypique. Dans un modèle murin, il a été démontré que l'IL-12 
différencie les MDSC en cellules capables d’activer et d’améliorer les fonctions 
effectrices des LT388. 
 
Macrophages M2  
Les macrophages favorisent le recrutement et l'activation des LT dans les tissus sains. 
Cependant, dans le cancer, ils sont associés à la croissance et la propagation des 
cellules tumorales et leur présence corrèle avec une faible survie dans plusieurs 
cancers389. Ce rôle paradoxal des macrophages associés aux tumeurs (TAM) 
s’explique par leur plasticité fonctionnelle. Les signaux environnementaux permettent 
la polarisation des macrophages M1 associés à des fonctions anti-tumorales, vers un 
phénotype M2 qui favorise la croissance tumorale390. Les TAM proviennent de 
monocytes circulants qui sont recrutés dans la tumeur par des signaux du TME, tels 
que M-CSF, CCL2, VEGF et l'angiopoïétine 2391. En présence d'IFN, de 
lipopolysaccharides (LPS) et d'autres produits microbiens, les monocytes se 
différencient en macrophages M1. Les macrophages M2, quant à eux, se polarisent 
en présence d’IL-4 et d’IL-13392. Il a été montré qu’une diminution de l’activation des 
voies impliquant NF-NB et mTOR favorise la polarisation M2393. Les sous-ensembles 
M1 et M2 diffèrent en termes de phénotype et fonction. Les cellules M1 sont des 
productrices efficaces de molécules effectrices (ROS, NO) et de cytokines 
inflammatoires (IL-1β, TNF, IL-6), elles participent aux réponses Th1 dans la réponse 
aux pathogènes intracellulaires et dans le cancer394. Les cellules M2 participent aux 
réponses Th2 et sont présentes dans les tumeurs établies, elles favorisent la 
progression tumorale, la réparation des tissus et l’angiogénèse395. Leur sécrétion de 
TGF-β, PGE2 et IL-10 inhibe l’immunité anti-tumorale. De plus, elles présentent une 
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3.2 Molécules immunosuppressives 
 
Comme énoncé précédemment, le développement d'un environnement 
immunosuppresseur est favorisé par des molécules immunosuppressives sécrétées 
par les cellules tumorales et stromales (fibroblastes associés à la tumeur (CAF), 
cellules endothéliales, cellules immunitaires immunosuppressives). Ces molécules 




En plus de ses propriétés pro-angiogéniques, le VEGF-A produit en grande partie par 
les cellules endothéliales, induit également un TME immunosuppresseur par divers 
mécanismes, y compris l'inhibition de la maturation des DC, l'accumulation de MDSC 
et l'induction de Treg dans des modèles animaux utilisant des lignées de cellules 
cancéreuses396. Le VEGF interfère avec le développement des LT, au niveau des 
cellules progénitrices hématopoïétiques, ce qui peut contribuer aux déficiences 
immunitaires associées aux tumeurs397. Le VEGF-A favorise également la co-
expression de plusieurs RI, dont PD-1, CTLA-4, et TIM-3 qui sont impliqués dans 
l'épuisement des LT, d'une manière dépendante de VEGF-R2 et NFAT398. La 
neutralisation du VEGF-A, en combinaison avec le blocage de PD-1, favorise la 
régression tumorale dans des modèles murins de cancer du côlon qui expriment le 
VEGF. Le double blocage du PD-1/VEGF fait actuellement l'objet de plusieurs essais 
cliniques. Cependant, le VEGF-A est exprimé par d’autres cellules présentes dans le 
TME et peut avoir des propriétés différentes. La délétion du gène Vegfa dans des 
cellules myéloïdes et des fibroblastes a conduit à la croissance tumorale399. 
L’expression du VEGF-A est induite par le facteur de transcription HIF-1D (hypoxia-
inductible factors). Une étude récente montre que l’axe HIF-1D/VEGF-A dans les LT 
CD8 effecteurs, joue un rôle important dans l’activité anti-tumorale. HIF-1D, favorise le 
métabolisme glycolytique, la migration et la fonction effectrice des LT CD8, tandis que 
le VEGF, contribue à l'infiltration par les LT et à la vascularisation des tumeurs400. 
 
 




Dans les conditions physiologiques, le TGF-E induit une tolérance et supprime 
l'inflammation. Dans la tumeur, il est produit par les cellules cancéreuses, les Treg, les 
CAF, les macrophages et les plaquettes et régule la génération et les fonctions 
effectrices de nombreuses cellules immunitaires. Parmi les trois isoformes de TGF-E, 
le TGF-E1 est le plus impactant dans la régulation immunitaire anti-cancéreuse. Le 
TGF-E est synthétisé sous forme de pro-hormone constitué de la forme active du TGF-
E, encerclée par le peptide LAP et formant le complexe latent401. Après sa sécrétion, 
la libération du TGF-E actif se fait par divers processus, le mieux étudié implique les 
intégrines DvE6 et DvE8. Les récepteurs du TGF-E, TGFBR1 et TGFBR2, fonctionnent 
sous forme de complexe. Après liaison du TGF-E, le TGFBR2 phosphoryle et active le 
TGFBR1, qui phosphoryle ensuite des protéines SMAD qui interagissent alors avec 
divers facteurs de transcription402. Dans les tumeurs à un stade précoce, le TGF-E 
induit l’apoptose des cellules tumorales et est associé à un pronostic favorable, tandis 
que dans les tumeurs avancées, il est associé à l'agressivité tumorale et à un mauvais 
pronostic403. Ceci peut s’expliquer du fait que les cellules tumorales qui acquièrent des 
résistances au TGF-E sont sélectionnées, survivent et tournent à leur avantage les 
fonctions du TGF-E qui va alors agir négativement sur les cellules du stroma. En effet, 
dans le cancer des VADS, les mutations amenant à la perte de fonction du TGFBR2 
dans les cellules tumorales sont fréquentes et favorisent l’invasion métastatique. Dans 
un modèle murin, la délétion du TGFBR2 a entraîné une augmentation du TGF-E1 et 
a renforcé son effet sur le stroma de la tumeur404. La surexpression du TGF-E par les 
tumeurs supprime les réponses anti-tumorales par l'intermédiaire de nombreux 
mécanismes (Figure 19). En effet, le TGF-E peut inhiber la production d'IL-2 et de 
perforine ainsi que l'activation et l’expansion clonale des CTL405,406. Comme mentionné 
précédemment, le TGF-E est impliqué dans l’induction de l’expression de CD103320 et 
d’un niveau élevé de l’expression de PD-1407. Il est également capable d'altérer la 
différenciation des Th1 et Th2, en inhibant l’expression de leurs facteurs de 
transcription spécifiques 408,409 et favorise plutôt la différenciation et la croissance des 
Treg en induisant l'expression du facteur de transcription FOXP3. Le TGF-E peut aussi 
favoriser le développement et le maintien des Th17 qui ont démontré leur capacité à 
supprimer les fonctions effectrices des LT CD8410. 
 


















Figure 19 : L'évasion immune médiée par la signalisation du TGF-E dans les 
tumeurs à un stade avancé (Batlle et Massagué, Immunity review, 2019)411. 
En ce qui concerne les cellules du SI inné, le TGF-E inhibe la maturation des DC, 
atténue leur fonction de présentation d'Ag et modifie l’expression des récepteurs aux 
chimiokines, ce qui bloque leur migration et réduit la surveillance immunitaire412. Le 
TGF-E inhibe directement la production d‘IFN-J par les cellules NK en ciblant la voie 
mTOR. Il induit aussi la polarisation des macrophages M1 anti-tumoraux vers un 
phénotype M2 pro-tumoral413 et soutient le rôle pro-tumoral des MDSC et neutrophiles. 
De nombreuses approches précliniques et cliniques ciblant le TGF-E, ses récepteurs 
ou l’intégrine DvE8, sont actuellement menées dans plusieurs cancers411. Notamment, 
un inhibiteur du TGFBR1, en combinaison avec la chimiothérapie ou les AcM contre 
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ARG et NOS 
La L-arginine (L-Arg) est un acide aminé semi-essentiel, indispensable pour le 
métabolisme des LT. L’ARG et la NOS sont deux enzymes impliquées dans le 
métabolisme de la L-Arg414. L'ARG, produite par les cellules tumorales et immunes 
immunosuppressives, hydrolyse la L-Arg en urée et en L-ornithine, cette dernière étant 
un précurseur des polyamines. La NOS convertit la L-Arg en citruline et en NO, qui 
sont importants pour l'homéostasie vasculaire et les fonctions cytotoxiques des 
macrophages415. Par conséquent, des niveaux élevés d'ARG et de NOS appauvrissent 
le microenvironnement en L-Arg.  
Il existe deux isoformes de l’ARG, l'ARG I et II, qui diffèrent dans la distribution 
tissulaire, la localisation intracellulaire et dans leur régulation416. La surexpression des 
ARG I/II est corrélée avec une maladie plus avancée et un pronostic clinique 
défavorable dans plusieurs cancers dont les cancers de l’ovaire et des VADS417. 
L’inhibition de l’ARG I, exprimée par les cellules myéloïdes associées aux tumeurs, 
ralentit la croissance tumorale, ce qui suggère un rôle de l'ARG I dans l'échappement 
de la tumeur au SI418. En effet, il a été démontré que la consommation de la L-Arg par 
l'ARG entraîne une régulation négative des fonctions des LT (Figure 20). L'ARG 
exprimée par les granulocytes inhibe la prolifération, la sécrétion de cytokines et 
l’expression de la chaîne CD39 du complexe TCR des LT sans toutefois modifier leur 
viabilité419. L’ARG altère également la formation de la synapse immunologique et le 
cycle cellulaire des LT. De plus la L-ornithine, synthétisée par l’ARG à partir de L-Arg, 
est connue comme promoteur de tumeur420. L’ARG est également associée aux 
mécanismes de suppression des MDSC et TAM. Des inhibiteurs d’ARG ont été testés 
en clinique et sont susceptibles d’améliorer l'efficacité de l'immunothérapie, de 
diminuer les complications infectieuses et d’améliorer la qualité de vie des patients 
atteints de cancer.  
Dans de nombreuses tumeurs, l'expression de l’isoforme inductible de NOS (iNOS) 
est élevée. Cependant, son rôle et celui du NO synthétisé au cours du développement 
de la tumeur est très complexe. Des actions pro-tumorales comme l’inhibition de la 
prolifération des LT et anti-tumorales comme l’induction de l’apoptose des cellules 
tumorales, ont été décrites421.  
 




Figure 20 : La déplétion en L-Arg par l'ARG inhibe la réponse immunitaire. (Grzywa 
et al., Frontiers in Immunology, 2020)417. 
 
IDO 
L’IDO est une enzyme surexprimée par les cellules tumorales et les CPA. Elle est 
chroniquement activée et est associée à un mauvais pronostic clinique dans de 
nombreux cancers dont le carcinome ovarien422. L’expression d’IDO peut être induite 
par le signal de danger ; LPS, l'IFN-J et la molécule d’activation présente à la surface 
des LT ; CD137. L'IDO inhibe l’activation des LT par la dégradation du tryptophane, un 
acide aminé essentiel et favorise la différenciation et l’activation des Treg par la 
production de kynurénine423. L’IDO exerce ses effets immunosuppresseurs au site 
tumoral et dans les LN drainants. En effet, dans les LN, les DC produisent de l’IDO qui 
peut directement inhiber les LT spécifiques des Ag tumoraux. L’engagement des 
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molécules de co-stimulation CD80/86, qui se lient au CTLA-4 exprimé par les Treg, 
peut également favoriser l’expression d’IDO par les DC. Celle-ci, de manière 
réciproque, va alors activer les Treg et entraîner la différenciation de nouveaux Treg à 
partir de LT CD4 non suppressifs. Ces mécanismes sont également favorisés au site 
de la tumeur par l’IDO produite par les cellules tumorales en réponse aux signaux 
inflammatoires générés par les LT effecteurs. Les Treg nouvellement différenciés 
peuvent alors contribuer davantage au microenvironnement suppressif. L'inhibition de 
l’IDO pourrait renforcer l'efficacité de diverses stratégies immunothérapeutiques et 
chimiothérapeutiques pour le traitement des patients atteints de cancer. Cette enzyme 
est impliquée dans la résistance à l’immunothérapie par blocage des RI CTLA-4 et PD-
1 présents sur les LT424. La combinaison de cette immunothérapie avec un inhibiteur 
d'IDO diminue la croissance tumorale et permet d’augmenter la survie dans des 
modèles animaux425. L'efficacité clinique du double blocage IDO/PD-1 a été 
récemment évaluée dans un essai de phase I/II utilisant de l'Epacadostat, un inhibiteur 
d’IDO, en association avec le Pembrolizumab (AcM anti-PD-1).  
 
Ado 
L'activité séquentielle des ectonucléotidases CD39 et CD73, exprimées par les cellules 
cancéreuses, les cellules immunitaires et le système vasculaire, permet l’hydrolyse de 
l'ATP immunogène en Ado immunosuppressive426. L'hypoxie semble être le principal 
facteur d'accumulation de l'Ado. L'ATP et l'Ado activent respectivement les récepteurs 
purinergiques de type 2 (P2) et de type 1 (P1), déclenchant ainsi la signalisation dite 
purinergique responsable de la modulation du comportement des cellules du TME. 
Une fois dans le milieu extracellulaire, l'Ado peut exercer un effet local via les 
récepteurs P1, être métabolisée en inosine ou capturée par les cellules par des 
transporteurs de nucléosides427 (Figure 21). Les cellules immunitaires innées et 
adaptatives peuvent exprimer quatre sous-types du récepteur P1, à savoir A1, A2A, 
A2B et A3428. A1 et A3 sont des récepteurs couplés à la protéine Gi et inhibent 
l'adénylate cyclase et la production d'AMPc, tandis que A2A et A2B sont des 
récepteurs couplés à la protéine Gs et stimulent la synthèse d'AMPc et les voies de 
signalisation en aval429. L'accumulation d'AMPc peut activer les voies de la PKA et de 
l'EPAC430. Contrairement au récepteur A2A, le récepteur A2B peut également se 
coupler aux protéines Gq et déclencher la voie de la phospholipase C. Il a en outre été 
démontré que les quatre récepteurs de l'Ado activent les voies MAPK et ERK431.  





Figure 21 : La voie de l’Ado dans le microenvironnement de la tumeur. (Antonioli et 
al., Nature Review Cancer, 2013)426. 
 
En général, l’effet immunosuppresseur de l’Ado dans la tumeur est initié via les 
récepteurs A2A et A2B432. L'activation de ces récepteurs dans les conditions 
physiologiques protège les tissus contre une réaction immunitaire excessive. La 
stimulation du récepteur A2A est liée à l'inhibition ; de l'activation des DC, de la 
production de cytokines Th1 et Th2 et de la maturation et de la cytotoxicité des NK426. 
La stimulation du récepteur A2A sur les LT effecteurs supprime leur activation et 
prolifération363 via l’inhibition de la signalisation du TCR qui entraîne une diminution de 
la production d'IL-2 et de l'expression de CD25, induit leur anergie et augmente 
l'expression des points de contrôle de l’immunité CTLA-4 et PD-1433. De plus, l’A2A 
active les fonctions suppressives des Treg, des MDSC et des macrophages434. 
L'activation du récepteur A2B stimule la prolifération et la différenciation des Treg à 
INTRODUCTION – II) La tumeur échappe au système immunitaire 
 
 84 
partir des LT naïfs, la production d'IL-10 et la fonction des MDSC. L'engagement des 
récepteurs A2A et A2B inhibe également l'activation des neutrophiles et l'adhésion des 
cellules immunitaires aux cellules endothéliales429. Du côté de la tumeur, l'Ado a un 
double effet, elle peut soit stimuler soit inhiber sa croissance, en fonction du type de 
cellule et du récepteur exprimé par la masse tumorale435. 
Les blocages de CD39, CD73 ou du récepteur A2A ont été testés seuls ou en 
combinaison dans des modèles précliniques et ont permis de diminuer la croissance 
tumorale et les métastases et de stimuler l’immunité anti-tumorale. Des essais 
cliniques de phase I combinant le blocage de CD73 ou du récepteur A2A avec des 
AcM bloquant les points de contrôle immunitaire (PCI) sont actuellement en cours429.  
 
PGE2 
Les cyclooxygénases (COX) sont des enzymes qui convertissent l'acide 
arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2), elle-même précurseur des prostanoïdes, 
dont PGE2, qui a un rôle prédominant dans la croissance tumorale. La COX-1 est 
exprimée constitutivement dans de nombreux tissus et est impliquée dans plusieurs 
mécanismes permettant le maintien de l'homéostasie tissulaire. La COX-2 est induite 
par de multiples facteurs pro-inflammatoires et est impliquée dans l’inflammation et les 
cancers. En effet, COX-2 est surexprimée dans plusieurs types de tumeurs et son 
expression est associée à l’invasion tumorale et à un pronostic défavorable436. De 
manière intéressante, des études ont montré qu'une inhibition prolongée de la COX-2 
par les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) pourrait offrir une certaine 
protection contre le cancer du côlon et d'autres tumeurs malignes437. L’inhibition de 
COX-2, en combinaison avec la chimiothérapie et la radiothérapie, a démontré son 
efficacité dans des modèles précliniques436. 
Il a été démontré que la PGE2 contribue fortement à l'immunosuppression des tumeurs 
en agissant sur les Th1, les CTL, les NK, les Treg, les DC et les MDSC (Figure 22)438.  
En effet, la PGE2 bloque la production de cytokines Th1 alors qu’elle augmente celles 
produites par les Th2439. Elle inhibe la prolifération et les fonctions des CTL440, 
supprime l'activité anti-tumorale des NK et stimule l'expansion des Treg441 et des 
MDSC442. 
 





Figure 22 : La PGE2 participe à l’immunosuppression des tumeurs (Wang et Dubois, 
Nature Review Cancer, 2010)438. 
 
De plus la PGE2 altère les capacités de présentation de l’Ag des cellules tumorales 
aux LT CD8, inhibe la différenciation des DC et favorise l’apparition d’un phénotype 
tolérogène des DC438. La délétion du gène codant pour le récepteur de la PGE2 a 
montré des résultats prometteurs dans l’inhibition de la croissance tumorale dans des 
modèles précliniques443. Plus récemment, ce concept a été renforcé par une étude qui 
a mis en évidence que la délétion génétique de COX ou PGE2, dans des modèles 
murins de mélanome, cancer du sein et colorectal, rétablit l’immunité anti-cancéreuse 
et que cet effet est synergique avec celui du blocage de PD-1.  
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4. Blocage du cycle de l’immunité du cancer 
 
Les cellules tumorales et immunes immunosuppressives ainsi que les molécules 
inhibitrices régulent négativement le développement de la réponse spécifique en 


















Figure 23: Facteurs qui influencent le cycle de l’immunité du cancer (Chen et 
Mellman, Nature review, 2017)84. 
 
4.1 Perte d’immunogénicité ou de reconnaissance des 
cellules tumorales  
 
Le cycle de l’immunité du cancer peut ne pas s’enclencher ou les cellules tumorales 
peuvent ne pas être reconnues par les CTL du fait de la perte d'expression des Ag 
tumoraux qui peut se produire de trois façons : (i) par l'émergence de cellules 
tumorales qui n’expriment pas d'Ag immunogènes, (ii) par la perte d’expression des 
protéines du CMH-I, ou (iii) par la perte de la fonction de transformation de l’Ag en 
peptides, nécessaire pour produire l'épitope antigénique et le charger sur les 
molécules du CMH-I. Toutes ces altérations sont probablement dues à l'instabilité 
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génétique des cellules tumorales et au processus de sélection immune332,444. En effet, 
comme énoncé précédemment, par un processus de sélection darwinienne, les 
cellules tumorales faiblement immunogènes deviennent "invisibles" pour le SI et 
acquièrent ainsi la capacité de croître progressivement. De plus, la résistance des 
cellules cancéreuses aux molécules cytotoxiques et aux CTL, comme indiqué ci-
dessous, diminue la libération de signaux de danger et d’Ag qui doivent être pris en en 
charge par les DC. Ces mécanismes ont pour conséquence une diminution de la 
reconnaissance immunitaire. 
4.2 Défaut de maturation des DC 
 
Les tumeurs ont un puissant effet délétère sur les DC et leur dysfonction est souvent 
associée à leur immaturité445. Les DC infiltrant la tumeur expriment des marqueurs de 
macrophages et monocytes immatures, ce qui indique un recrutement de précurseurs 
myéloïdes ayant subi une différenciation incomplète446. Le VEGF présent au site 
tumoral est capable d'altérer à la fois la fonction et la maturation des DC396. En effet, 
chez les patients, il a été démontré que le traitement par des AcM bloquant le VEGF 
(bevacizumab), permettait d'inverser les défauts de maturation des DC447. De plus, 
dans le cancer de l’ovaire, le VEGF et l’IL-10 affectent la fonction des DC associées à 
la tumeur en induisant l’expression du RI PD-L1 à leur surface448. D'autres médiateurs 
solubles dérivés de tumeurs tels que le TGF-E, l'IL-10, le GM-CSF, l'IL-6 et l'acide 
lactique ainsi que l'hypoxie peuvent également perturber la maturation des DC93. Ces 
DC immatures expriment des niveaux intermédiaires de CMH-I et -II et de molécules 
de co-stimulation, ainsi que des quantités élevées de molécules immunosuppressives 
telles que l'IDO et la PGE2, ils ne parviennent donc pas à stimuler efficacement les LT. 
Cette immaturité des DC provoque une tolérance tumorale induisant une anergie des 
LT et/ou une expansion des Treg dans les LN et la tumeur, les DC sont alors nommés 
tolérogènes449. Enfin, les DC défectueuses ne sécrètent pas les chimiokines 
nécessaires au recrutement des cellules effectrices au site tumoral450. Les DC isolées 
de patients atteints de cancer du sein, des VADS et du poumon qui ont présenté une 
altération fonctionnelle étaient associées à des tumeurs plus agressives447. 
4.3 Perte d’attraction des LT au site tumoral 
 
Les tumeurs développent diverses stratégies pour supprimer le recrutement des LT au 
site de la tumeur. Les mécanismes exacts n'ont pas été entièrement élucidés, mais la 
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perturbation de l'expression des chimiokines au site tumoral semble être le principal 
facteur. Dans un modèle murin de tumeur cutanée, il a été démontré que la 
signalisation aberrante du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), 
supprime la production de CCL27, une chimiokine exprimée par les kératinocytes 
normaux, ce qui empêche le recrutement des LT et accélère la croissance tumorale451. 
Les modifications post-traductionnelles dans les cellules tumorales, comme des 
changements de clivage, la glycosylation ou la désamination, pourraient entraîner une 
altération de l’activité des chimiokines452. Par exemple, la CCL2, une chimiokine 
importante pour le recrutement des CTL au niveau de la tumeur, subit une nitrosylation 
induite par des espèces azotées réactives qui inhibent sa capacité à attirer des CTL 
spécifiques de la tumeur. Néanmoins, la capacité de la CCL2 modifiée à attirer des 
MDSC vers la tumeur est conservée453. De plus, une altération de la CXCL11, une 
chimiokine qui recrute les LT effecteurs CXCR3+, peut inhiber sa liaison et sa 
signalisation et finalement réduire la migration des LT454. 
4.4 Défaut d’entrée des LT dans la tumeur 
  
Comme décrit précédemment, les LT suivent le processus d’extravasation afin de 
passer des vaisseaux HEV, ou autres capillaires, au site tumoral. Cependant, dans le 
TME, les facteurs de croissance angiogéniques inhibent l'expression des molécules 
d'adhésion sur les cellules endothéliales455,456. En effet, bien que le TNF-D soit un 
activateur des cellules endothéliales et de l'adhésion des LT, en présence de FGF ou 
VEGF, l'adhésion des LT est réduite puisque le TNF-D est incapable d'induire 
l'expression des molécules d'adhésion ICAM-1 et VCAM-1 sur les cellules 
endothéliales. Les endothélines (ET) ET-1, -2, -3 et -4 et leurs récepteurs (ETA et ETB) 
sont régulés à la hausse dans un certain nombre de cancers457. Les ET sont de 
puissants régulateurs de la biologie des cellules endothéliales, elles favorisent la 
prolifération et la protection contre l'apoptose des cellules tumorales ainsi que la 
vascularisation et la dissémination métastatique des tumeurs. L'utilisation 
d'antagonistes spécifiques des récepteurs aux ET ralentit la croissance des tumeurs 
dans des modèles murins et chez les patients. Il a été montré que l’ET-1 se lie à l'ETB, 
inhibe l’expression d’ICAM-1, supprime l'adhésion à l’endothélium vasculaire et par 
conséquence l'infiltration des LT dans les tumeurs458. La surexpression de l’ETB a été 
identifiée dans les tumeurs ovariennes dépourvues de TIL et associée à une faible 
survie. Les effets immunosuppresseurs du VEGF et de l'ETB sur l'endothélium des 
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tumeurs semblent être médiés par le NO. Des antagonistes spécifiques du NO et 
l’inhibition de la NOS peuvent abroger la dérégulation des molécules d’adhésion 
induite par VEGF et/ou ETB et rétablir l'adhésion des LT456,458. Les cellules 
endothéliales expriment également des médiateurs comme FasL, TRAIL et CD31 qui 
induisent l’apoptose des LT. Elles peuvent également exprimer des molécules 
immunosuppressives telles que PD-L1, PD-L2459, B7-H3, TIM-3, IL-10, TGF-E et 
PGE293. De plus, elles sont capables d’exprimer de l’IDO et de l’ARG qui sont 
responsables de dérégulations du métabolisme des LT. Ainsi, les cellules 
endothéliales au site tumoral ont une fonction immunosuppressive qui est maintenue 
par les cellules tumorales grâce à des mécanismes paracrines460. 
4.5 Rencontre LT/cellules tumorales altérée 
 
Une fois que les LT ont franchi les barrières vasculaires, ils sont confrontés à un certain 
nombre de facteurs immunosuppresseurs qui empêchent une reconnaissance et/ou 
une attaque efficace des cellules tumorales. Comme décrit précédemment, les 
tumeurs parviennent à diminuer la présentation des peptides antigéniques. Par 
conséquent, les LT reconnaissent difficilement les épitopes dont ils sont spécifiques 
sur les cellules tumorales. De plus, une résistance aux effets cytotoxiques, par 
l'induction de mécanismes anti-apoptotiques impliquant le facteur de transcription 
STAT3 ou la molécule BCL-2, est établie dans les cellules cancéreuses461. Les 
tumeurs expriment des ligands de mort cellulaire FasL et TRAIL qui peuvent tuer 
directement les LT. Le TME est très toxique pour le fonctionnement optimal des CTL. 
Les tumeurs sécrètent des médiateurs solubles, tels que TGF-E, IL-10, PGE2, 
histamine et Ado, qui peuvent directement inhiber les CTL (les mécanismes sont 
décrits dans la partie 3.2). La privation des substrats métaboliques, du fait de leur 
consommation compétitive ou leur déplétion par des enzymes telles que l'IDO et 
l'ARG, peut atténuer la fonction des LT. Enfin, les conditions hypoxiques et le pH 
extracellulaire acide peuvent avoir un effet négatif sur la fonction des CTL. Les cellules 
tumorales expriment également des RI comme PD-L1, PD-L2 et B7-H4 qui inhibent 
les LT et bloquent le rejet de la tumeur. Les récepteurs apparentés à ces ligands, 
exprimés par les LT ainsi que leurs mécanismes d’inhibition sont détaillés dans la 
partie suivante.  
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5. Points de contrôle de l’immunité  
Après reconnaissance de l’Ag par le TCR, l’amplitude et la qualité de la réponse 
immune sont régulées par un équilibre entre des signaux de co-stimulation et 
d’inhibition. Suite à leur amorçage dans les LN ou lors de réponses inflammatoires 
dans les tissus, les LT expriment des RI de type PCI. Dans les conditions 
physiologiques, ces PCI maintiennent la tolérance du soi et contrôlent l’étendue et la 
durée de la réponse effectrice, ce qui empêche le développement de maladies auto-
immunes et les dommages tissulaires. Dans le cancer, les PCI réduisent l'amplitude 
de l'activation des LT et limitent leurs fonctions effectrices. En régulant à la hausse les 
ligands des PCI, les cellules tumorales bloquent les réponses immunitaires anti-
tumorales dans le microenvironnement de la tumeur. Les RI étudiés aujourd'hui sur 
les LT ont été décrits pour la première fois dans les NK au début des années 1990462. 
A cette époque, deux familles de RI étaient décrites : la superfamille des 
immunoglobulines (IgSF) et la superfamille des lectines de type C. Depuis, de 
nombreux PCI ont été identifiés, ils possèdent des signalisations moléculaires 
intracellulaires spécifiques (Figure 24)463. La plupart des récepteurs inhibiteurs 
contiennent les motifs inhibiteurs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
motif) et/ou ITSM (immunoreceptor tyrosine- based switch motif) dans leurs domaines 
intracellulaires. Les PCI interviennent différemment dans l'évolution d'une réponse 
immunitaire. Trois mécanismes d’action majeurs des PCI sont décrits464 : ils agissent : 
(i) par compétition avec les récepteurs de co-stimulation pour se lier à des ligands 
communs exprimés par les CPA, (ii) en interférant avec les voies de signalisation en 
aval des récepteurs co-activateurs ou du TCR et (iii) en augmentant l’expression des 
gènes impliqués dans le dysfonctionnement des LT.  
Dans cette partie, les RI CTLA-4, PD-1, TIGIT, TIM-3 et LAG-3 ainsi que 
l’ectonucléotidase CD39 sont également détaillés. D’autres PCI ont été identifiés mais 
nettement moins étudiés, parmi eux ; 2B4 (CD244), CD160, BTLA, NKG2A, 
Neuropilin-1465. 




Figure 24: Voies de signalisation des PCI dans les LT (Wherry et Kurachi, Nature 
Reviews Immunology, 2015)463. 
5.1 CTLA-4 
 
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated Antigen 4) ou CD152, est exclusivement 
exprimé par les LT et agit au stade précoce de l’activation des LT. Il a été découvert 
en 1987 un membre de la superfamille des Ig exprimé par les LT466,467. Il possède un 
motif intracellulaire spécifique, appelé YVKM, qui interagit comme la signalisation en 
aval du CD28, avec la PI3-kinase et régule négativement la croissance cellulaire468. 
CTLA-4 transmet également des signaux inhibiteurs intracellulaires en interagissant 
avec les phosphatases PP2A et SHP-2. CTLA-4 bloque le signal positif déclenché par 
CD28 dans les LT en rivalisant pour les mêmes ligands CD80/86, avec une affinité dix 
fois supérieure469. De plus, CTLA-4 est capable de piéger CD80/CD86 par trans-
endocytose et de les dégrader470. L’expression de CTLA-4 est induite dès l’amorçage 
des LT (Figure 25a)471. Son niveau d'expression dépend de l'amplitude de la 
signalisation initiale médiée par le TCR. En effet, les Ag de haute affinité induisent des 
niveaux d’expression plus élevés de CTLA-4, ce qui atténue l'amplitude de la réponse. 
Les LT naïfs et mémoires expriment des niveaux élevés de CD28, mais n'expriment 
pas CTLA-4 à leur surface. En effet, CTLA-4 est séquestré dans des vésicules 
intracellulaires et transporté à la surface après engagement du TCR. Plus la 
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stimulation par le TCR (et le CD28) est forte, plus la quantité de CTLA-4 qui se dépose 
à la surface des LT est importante. Par conséquent, CTLA-4 fonctionne comme un 
amortisseur de signal pour maintenir un niveau constant d'activation des LT face à des 
concentrations et des affinités de ligand très variables pour le TCR. CTLA-4 est en 
revanche exprimé constitutivement par les Treg sous le contrôle de FOXP3 et a un 
rôle dans l'immunosuppression et la tolérance472. Bien que CTLA-4 diminue les 
fonctions effectrices des LT CD4 et CD8, il augmente la capacité de suppression des 
Treg. En effet, le blocage de CTLA-4 sur les Treg et les LT effecteurs a un effet anti-
tumoral synergique par rapport au simple blocage de CTLA-4 sur les LT effecteurs473. 
De plus, les Treg CTLA-4+ induisent la diminution de l’expression des molécules de 
co-stimulation CD80/CD86 sur les CPA et réduisent ainsi l'activation des LT474. Par 
conséquent, le PCI CTLA-4 diminue l'activation des LT, affaiblit l'efficacité des CPA et 
augmente l'immunosuppression des Treg.  
 
Figure 25: CTLA-4 et PD-1 dans l’évolution de la réponse immune (Pardoll, Nature 
Reviews Cancer, 2012)471. 
5.2 PD-1   
Le gène PDCD1 codant pour PD-1 (programmed cell death protein 1) ou CD279 qui 
est membre de la superfamille des Ig, a été isolé pour la première fois en 1992 lors 
d’un criblage de gènes impliqués dans la mort cellulaire programmée475. PD-1 est 
exprimé à la surface des LT activés, des LB, des NK, des macrophages et de certaines 
populations de DC. Ses ligands sont PD-L1 (ou B7-H1) et PD-L2 (ou B7-DC)476. Dans 
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de nombreux types tumoraux, on retrouve PD-1 largement exprimé par les TIL477 et 
PD-L1 plutôt que PD-L2, surexprimé à la surface des cellules tumorales478 et 
myéloïdes448. L'expression forcée de PD-L1 sur les cellules tumorales de souris inhibe 
les réponses par les LT anti-tumoraux479. Deux mécanismes de régulation de 
l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ont émergé : la résistance immunitaire 
innée et la résistance immunitaire adaptative471. Dans le premier cas, PD-L1 peut être 
induit par des voies de signalisation oncogènes constitutives impliquant AKT et 
STAT3. Dans le deuxième cas, les cellules tumorales se protègent et s’adaptent aux 
attaques immunitaires spécifiques. En effet, l’expression de PD-L1 est induite en 
réponse à des signaux inflammatoires, comme l’IFN-J produit lors d’une réponse CTL 
ou Th1480. Des études ont démontré que l'expression de PD-L1 à la surface des 
cellules tumorales est fortement associée à l'infiltration lymphocytaire et l'expression 
d’IFN-J. Cette corrélation a été observée dans les tumeurs totales mais aussi au sein 
de régions intra-tumorales. En effet, les TIL et PD-L1 co-localisent dans la tumeur481. 
La résistance adaptative est plus fréquente, elle peut être un mécanisme commun pour 
l'expression de molécules impliquées dans le contrôle des réponses anti-tumorales et 
participe à l’échappement au SI. 
PD-1 est exprimé par les LT activés et contrairement à CTLA-4, il n’agit pas au stade 
initial d'activation, mais plutôt lors de réponses inflammatoires dans les tissus (Figure 
25b). La liaison de PD-1 à ses ligands inhibe la prolifération et les fonctions effectrices 
des LT482. La signalisation de PD-1 implique les motifs inhibiteurs ITIM et ITSM (Figure 
24). Par l’intermédiaire de phosphatases, par exemple SHP-2476, la voie de 
signalisation de PD-1 interagit avec des kinases impliquées dans l'activation des LT et 
altère la signalisation TCR483 et les co-stimulations CD28484 et ICOS485. Une diminution 
de la phosphorylation de diverses molécules de signalisation communes à ses voies 
a été signalée. Récemment, il a été démontré, par une combinaison de reconstitutions 
biochimiques in vitro, que la cible immédiate de l’inhibition par PD-1 dans les LT est la 
voie de co-stimulation CD28486. Une autre étude a montré chez les patients traités par 
des AcM bloquant le PD-1, que la co-stimulation CD28 sur les LT CD8 est requise pour 
leur réponse à la thérapie487. De plus, comme l'engagement du PD-1 inhibe la 
signalisation TCR, cette voie pourrait écourter le contact LT/CPA ou LT/cellule cible488. 
En parallèle, tout comme CTLA-4, PD-1 est fortement exprimée sur les Treg et peut 
augmenter leur prolifération489.  
INTRODUCTION – II) La tumeur échappe au système immunitaire 
 
 94 
Les deux RI les plus étudiés sont CTLA-4 et PD-1. Le blocage de ces PCI ou du ligand 
PD-L1, par des AcM bloquants, a largement fait ses preuves dans la régénération de 
l’immunité anti-tumorale amenant au contrôle de la progression tumorale dans des 
modèles précliniques et lors d’essais cliniques (chapitre 3, partie 4.1). Les inhibiteurs 
de PCI prennent une place de plus en plus importante dans la prise en charge des 
patients atteints de cancer, leur utilisation en clinique est détaillée dans le chapitre 3, 
parties 5 et 6.  
5.3 TIGIT 
TIGIT (T cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains) est exprimé par 
les LT activés, les NK et les Treg. Il se lie à deux ligands, CD155 et CD112 qui sont 
exprimés par les cellules tumorales et les CPA, ainsi qu'à Fap2, une protéine dérivée 
d'une bactérie intestinale. TIGIT participe à un réseau de régulation complexe 










Figure 26: L’axe TIGIT / CD226 / CD96 / CD112R. (Chauvin et Zarour, Journal for 
ImmunoTherapy of Cancer, 2020)490. 
En effet, CD155 se lie également aux récepteurs co-stimulateurs CD226 et CD96. 
CD112 quant à lui, se lie aussi au CD226 et au CD112R, avec une meilleure affinité 
pour ce dernier. CD226, CD96 et CD112R sont exprimés sur les LT activés et les NK. 
Dans le cancer, TIGIT est co-exprimé avec PD-1 et d’autres PCI sur les LT CD8 
spécifiques des Ag tumoraux épuisés491,492. TIGIT est un récepteur de la superfamille 
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des Ig, composé d'une queue cytoplasmique avec deux motifs inhibiteurs ITIM et ITT 
(Ig Tail-Tyrosine). Lors de la liaison TIGIT / CD155, le motif ITT est phosphorylé, se lie 
à des adaptateurs cytosoliques (Grb230 et β-arrestine) pour recruter SHIP-1 qui 
bloque plusieurs voies de signalisation493. TIGIT inhibe l'immunité innée et adaptative 
grâce à de multiples mécanismes :  
- Il inhibe indirectement les LT en se liant à CD155 sur les DC favorisant l’induction 
de DC tolérogènes avec une production réduite d’IL-12 et accrue d'IL-10494.  
- Il inhibe la prolifération et la fonction des LT en atténuant les signaux en aval du 
TCR495 ainsi que la dégranulation des NK496. 
- Il empêche l'activation du CD226 ; i) par compétition de liaison au CD155, en effet 
TIGIT lie CD155 avec une affinité plus élevée et ii) par liaison directe au CD226, 
perturbant son homodimérisation et sa capacité de liaison au CD155492. 
- Il augmente les fonctions immunosuppressives des Treg497.  
- Il se lie à la protéine Fap2 libérée la bactérie intestinale Fusobacterium nucleatum 
pour déclencher des signaux inhibiteurs498.  
Bien que le blocage de TIGIT seul n’ait pas d’effet significatif sur la croissance 
tumorale, le double blocage de TIGIT et PD-1 augmente la prolifération et la fonction 
des LT CD8 anti-tumoraux chez la souris et les patients491 et entraîne un rejet de la 
tumeur et une survie prolongée dans des modèles murins492. Ces résultats soutiennent 
le développement d'essais cliniques en cours avec le double blocage PD-1 / TIGIT 
chez les patients atteints de cancer499. Il est à noter que l'équilibre TIGIT / CD226 est 
important dans la régulation de la fonction effectrice des LT et NK. En effet, chez des 
souris porteuses de tumeurs CT26, les effets anti-tumoraux du double blocage PD-L1 
/ TIGIT se produisent de manière dépendante de CD226 et sont abolis lors du blocage 
de CD226492, ce qui suggère que le blocage de TIGIT agit principalement en orientant 
la signalisation médiée par CD155 vers l'activation de CD226. Cependant, la régulation 
à la baisse de l’expression de CD226 des TIL et NK dans la tumeur peut représenter 
un obstacle majeur au succès du blocage PD-1 / TIGIT en clinique. D’autre part, le 
blocage de TIGIT favorise l’activité anti-tumorale des NK in vitro et in vivo493. Une étude 
récente chez la souris suggère que le blocage de TIGIT seul ou avec celui de PD-1 
agit principalement sur les NK pour augmenter les réponses anti-tumorales des LT 
CD8 et empêcher la croissance tumorale500.  




TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3), codé par le gène HAVCR2 était à 
l'origine découvert comme récepteur activateur. Cependant, la perte de fonction de 
TIM-3 a plus tard été associée à des pathologies inflammatoires, définissant TIM-3 
comme un RI501. De plus, TIM-3 est un biomarqueur de pronostic négatif dans 
différents types de tumeurs502. Plusieurs facteurs de transcription comme T-bet et Nfil3 
ainsi que des signaux du microenvironnement de la tumeur qui peuvent coopérer avec 
l’IL-27 ont été impliqués dans l’induction de l'expression de TIM-3 sur les LT503. TIM-3 
est co-exprimé avec d'autres PCI, tels que PD-1, LAG-3 et TIGIT sur les LT CD4 et 
CD8504. Dans le cancer, l'expression de TIM-3 marque le sous-ensemble le plus 
dysfonctionnel des LT CD8 et, parmi les DC, l'expression de TIM-3 est la plus élevée 
dans les cDC1505. TIM-3 est également exprimé par les Treg à des niveaux élevés, qui 
présentent alors un phénotype plus suppressif et sont associés à des métastases 
ganglionaires506. Quatre ligands de TIM-3 ont été identifiés. On retrouve 
principalement la galectine-9, une protéine produite par les cellules immunitaires, 
endothéliales et les fibroblastes qui est régulée à la hausse par l'IFN-J. La liaison TIM-
3/galectine-9 joue un rôle essentiel dans le cancer, elle contribue largement aux 
dysfonctions immunitaires et est associée à un mauvais pronostic507. TIM-3 se lie 
également : à la phosphatidylsérine, exposée à la surface des cellules apoptotiques, 
au signal de danger HMGB1 qui se lie seul ou en complexe avec l'ADN ou le LPS et 
au CEACAM-1 exprimé à des niveaux élevés sur les LT, DC, monocytes, 
macrophages et cellules tumorales508. Lors de l'activation des LT, TIM-3 est recruté 
dans la synapse immunologique, la protéine Bat3 se lie à sa queue cytoplasmique et 
recrute la forme active de la protéine Lck qui active la voie de signalisation sous le 
TCR, favorisant la prolifération et la survie des LT. Lorsque TIM-3 se lie à un de ses 
ligands, les résidus tyrosine conservés dans la queue cytoplasmique sont 
phosphorylés, conduisant à la libération de Bat3 et le recrutement de tyrosine 
phosphatases (CD45 et CD148), ce qui conduit à la déphosphorylation de Lck et à une 
régulation négative des LT509,510. Au niveau des DC, TIM-3 peut séquestrer HMGB1 
ou activer Btk et c-Src, ceci entraîne le blocage de l'activation des DC. TIM-3 diminue 
également la production de CXCL9 par les DC, réduisant ainsi le recrutement des LT 
CD8 dans la tumeur505. Une augmentation de l'expression de TIM-3 favorise la 
polarisation des macrophages M2 dans un modèle murin de cancer511. Les NK 
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expriment de manière constitutive TIM-3 qui peut également fonctionner comme un 
PCI512. Dans les modèles précliniques, le double blocage de TIM-3 et PD-1 a montré 
son efficacité dans l’amélioration de l'immunité anti-tumorale dans les tumeurs 
solides513 et hématologiques514. En parallèle, la régulation à la hausse de TIM-3 a été 
associée à une résistance au blocage de PD-1 dans des échantillons de patients et 
des modèles précliniques515. Cela a conduit à la mise en place d’essais cliniques dans 
différents types de cancers associant des anti-PD-1 et anti-TIM-3508.  
5.5 LAG-3 
LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) ou CD223, présente des similitudes 
structurelles avec le CD4. Il fonctionne à travers un motif KIEELE dans sa queue 
cytoplasmique pour réguler négativement la prolifération et l’homéostasie des LT516. 
Cependant les mécanismes exacts de sa signalisation sont inconnus. Son expression 
peut être induite sur les LT CD4 et CD8 lors de la stimulation antigénique517. LAG-3 
est également exprimé par les LTγδ, les NKT, les pDC et les LB. L'IL-2, l'IL-7 et l'IL-12 
ainsi que les facteurs de transcription NFAT, NR4A et TOX augmentent l'expression 
de LAG-3 sur les LT activés518. D'autre part, il a été signalé que T-bet réprime son 
expression519. LAG-3 se lie sélectivement aux CMH-II stables, en conséquence il 
inhibe préférentiellement l'activation des LT CD4, non pas par compétition de liaison, 
mais par inhibition de l’activation des LT en générant des signaux inhibiteurs par la 
région intracellulaire520. L’impact de sa liaison au CMH-II sur l'activation des LT CD8 
n'a pas été élucidé. Récemment, il a été démontré que l'activation des LT CD8 est 
faiblement inhibée lorsque les CPA expriment une forte quantité de CMH-II stable520. 
La galectine-3 et la LSECtine, qui ont été indiquées pour interagir avec les glycanes 
sur le LAG-3, ainsi que la protéine FGL1, sont également des ligands du LAG-3521. 
LAG-3 est fortement exprimé par les TIL épuisés dans de nombreux cancers522. Les 
Treg LAG-3+ dans le sang périphérique et les tumeurs de patients atteints de cancer 
produisent des niveaux élevés de cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-β et 
inhibent les LT spécifiques des tumeurs523. L'infiltration des cellules LAG-3+ dans les 
tumeurs est associée à la progression de la tumeur, à un mauvais pronostic et à des 
résultats cliniques défavorables dans divers types de tumeurs humaines521. 
Le blocage de LAG-3 seul pendant une infection chronique par le LCMV (Lymphocytic 
Choriomeningitis Virus) a peu d'effet sur la fonction des LT524. Il a été démontré que 
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LAG-3 agit en synergie avec le PD-1 pour supprimer l'immunité anti-tumorale525. Dans 
cette étude, les auteurs montrent que chez les patientes atteintes d'un cancer de 
l'ovaire, le double blocage de LAG-3 et PD-1 augmente la prolifération et la production 
de cytokines des TIL CD8 lors de stimulation ex vivo avec l'Ag NY-ESO-1. Ce co-
blocage permet également de réduire la proportion de Treg et de diminuer la 
croissance tumorale dans un modèle murin de récidive de mélanome526. De nombreux 
essais cliniques sont en cours pour valider les thérapies ciblant LAG-3527. 
5.6 CD39   
 
CD39 est une ectonucléotidase codée par le gène ENTPD1 (ectonucléoside 
triphosphate diphospho-hydrolase-1) qui clive l'ATP et l'ADP en AMP. L'AMP est 
ensuite converti en Ado par la 5’-ectonucléotidase CD73 codée par le gène NT5E. 
Contrairement aux PCI, l’activation de CD39 n’est pas dépendante de la liaison à un 
ligand et n’inhibe pas directement le LT sur lequel il est exprimé. L’activité de CD39 
permet plutôt une réduction de la disponibilité en ATP extracellulaire, indispensable 
pour la prolifération des LT et l’activation des DC et macrophages et contribue, avec 
le CD73, à la formation d’Ado immunosuppressive dans le microenvironnement de la 
tumeur. CD39 est exprimé par plusieurs types cellulaires et impacte l’immunité anti-
tumorale de plusieurs manières (Figure 27). Il est à noter que l'activité de CD39 est 
réversible par les actions de la NDP kinase et de l'adénylate kinase, alors que l'activité 
de CD73 est pratiquement irréversible432. Ces ectonucléotidases peuvent être 
retrouvées soit exprimées à la surface des cellules soit solubles dans le milieu 
extracellulaire. Une expression accrue de CD39 a été largement rapportée dans 
plusieurs types de tumeurs, elle est induite par des cytokines pro-inflammatoires et par 
le stress oxydatif et l'hypoxie429. L'expression de CD39 sur les cellules tumorales et 
endothéliales favorise l'angiogenèse et la propagation métastatique, tandis que son 
expression sur les Treg est cruciale pour supprimer l'activité anti-tumorale des NK et 
des LT effecteurs426,528. En effet, la surexpression de CD39 dans des modèles murins 
augmente les métastases hépatiques des tumeurs colorectales529, tandis que le 
blocage de CD39 avec l’inhibiteur pharmacologique POM1 favorise l'immunité anti-
tumorale et diminue les métastases dans plusieurs modèles de tumeurs530. 
 





Figure 27: CD39 dans le cycle de l’immunité du cancer (Allard et al., Journal for 
ImmunoTherapy of Cancer, 2020)531. 
 
Une étude a montré que les Treg chez l’Homme expriment abondamment CD39, mais 
n'expriment pas CD73, contrairement aux Treg chez la souris qui co-expriment les 
deux enzymes. L’expression de CD73 dans les LT CD4 humains est restreinte. Les LT 
CD4 CD73+ humains sont enrichis en cellules Th1.17 polyfonctionnelles caractérisées 
par l'expression de CXCR3 / CCR6 / MDR1 et la production d'IL-17A / IFN-J / IL-22 / 
GM-CSF532. Il existe des LT CD4 FOXP3- CD39+ présentant un phénotype EM, qui 
sont présents en plus grande quantité dans le sang périphérique des patients rejetant 
des allogreffes533. De plus, l'induction de CD39 sur les LT CD4 a été signalée comme 
étant induite par l'âge, est associée à un stress métabolique et une augmentation de 
l’apoptose et contribue à une réponse altérée aux vaccins534. Des études ont montré 
que les LT CD8 épuisés expriment des niveaux élevés de CD39535 et que sous 
l’influence du TGF-E et de la stimulation du TCR, CD39 est principalement exprimé 
dans une sous-population de LT CD8 CD103+ réactifs à la tumeur536,537. Les LT CD8 
CD39+ ont été retrouvés au niveau de la tumeur, des LN et des métastases. 
L'expression de CD39 par les LT CD8 permet également de contrôler la production 
d’IFN-J par les LT CD8 CD39- par un mécanisme nécessitant l'engagement du 
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récepteur A2A538. Les DC, cellules tumorales et MDSC peuvent co-exprimer CD39 et 
CD73431. En parallèle, l'activité enzymatique de CD73 sur les cellules endothéliales 
associées à la tumeur restreint l’entrée des LT dans la tumeur539. Les animaux 
dépourvus de CD73 ont une immunité anti-tumorale efficace et sont résistants à la 
carcinogenèse.  
Jusqu'à présent, peu d'approches ciblant le CD39 en utilisant des inhibiteurs 
pharmacologiques, une délétion génétique ou des AcM ont donné des résultats 
prometteurs429. En effet, d'autres enzymes générant de l'AMP, telles que NPP1 ou 
CD38, peuvent compenser le manque d'activité de CD39 et participer à la génération 
d'Ado dans le TME. Dans ce contexte, le blocage de la voie en aval de l'hydrolyse de 
l'ATP, c'est-à-dire de CD73 ou des récepteurs de l’Ado, semblaient plus 
intéressants431. Une étude récente montre que le double blocage de CD39 et CD73 
favorise l'immunité anti-tumorale en stimulant les DC et les macrophages et en 
restaurant l'activation des LT isolés de patients cancéreux540. Dans des modèles 
murins, le ciblage du CD73 seul ou en association avec l'immunothérapie (anti-CTLA-
4 ou anti-PD-1) améliore le rejet de la tumeur et bloque les métastases, démontrant 
que l'Ado peut limiter l'efficacité de ces immunothérapies541. Sur la base de ces 
données, des essais cliniques de phase I / II évaluant le blocage de CD73 ou A2A en 
association avec des inhibiteurs de l'axe PD-1/PD-L1 sont actuellement en cours. 
Néanmoins, l’avantage du blocage de CD39, contrairement aux inhibiteurs d'A2A ou 
de CD73, est de préserver l'ATP immunostimulateur. Des travaux montrent l’intérêt de 
cibler CD39, notamment dans le contexte d’une sensibilisation aux anti-PD-1. Chez 
des animaux greffés avec une lignée cellulaire de mélanome B16-F10, une efficacité 
accrue des traitements anti-PD-1 et anti-CTLA-4 est observée chez les souris 
déficientes en CD39 en comparaison aux souris WT540. Une autre étude montre que 
la combinaison des anti-PD-1 et anti-CD39 permet de ralentir la progression tumorale 
dans des modèles murins résistants aux anti-PD-1 en monothérapie542. À ce jour, trois 
AcM antagonistes de CD39 sont en cours d’essais cliniques chez des patients atteints 
de tumeurs solides, principalement en combinaison avec des agents bloquant l’axe 
PD-1/PD-L1543, ce qui laisse penser que le blocage de cette molécule pourrait avoir 
un effet thérapeutique chez l’Homme.  
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6. Épuisement des lymphocytes T  
L'épuisement des LT est un terme utilisé pour décrire l’état dysfonctionnel obtenu suite 
à une stimulation antigénique persistante. Il a d'abord été identifié dans le cadre d'une 
infection virale chronique, plus récemment il a été décrit en réponse aux tumeurs. 
L’épuisement prévient l’apparition de pathologies auto-immunes mais empêche le 
contrôle efficace de la croissance tumorale. Les LT épuisés sont caractérisés par une 
accumulation de l’expression des PCI mais également par l’expression d’autres 
molécules spécifiques. Deux sous-types de LT épuisés ont été identifiés, les LT 
épuisés progéniteurs et terminaux. Actuellement, l’épuisement des LT dans le cancer 
suscite un grand intérêt puisque la compréhension des mécanismes impliqués est 
nécessaire afin d’optimiser les traitements d’immunothérapie.  
6.1 Identification 
L'expression "épuisement des LT" a été utilisée pour décrire l'état dysfonctionnel des 
LT CD8 qui persistent mais présentent de faibles fonctions effectrices chez les souris 
chroniquement infectées par le virus LCMV544. La signature moléculaire de ces LT 
épuisés a été caractérisée par comparaison des LT dans des infections virales aiguës 
et chroniques545. Contrairement à l'infection aiguë, où les LT CD8 deviennent 
mémoires une fois que l'agent pathogène est éliminé, la stimulation antigénique et 
l'inflammation persistantes dans le cadre d'une infection chronique entraînent une 
perte progressive de la fonction des LT CD8 amenant à l’état d’épuisement (Figure 
28a). Dans le cancer, les LT épuisés ont été identifiés pour la première fois chez les 
patients. En effet, les LT spécifiques de la tumeur dans un mélanome métastatique 
partagent de nombreuses caractéristiques moléculaires avec les LT épuisés retrouvés 
dans les infections chroniques546. Malgré des propriétés communes, des différences 
marquées ont été identifiées entre le dysfonctionnement des LT dans le cancer et les 
infections virales chroniques547.  
6.2 Induction 
 
Les voies impliquées dans la mise en place de l’épuisement interviennent au niveau 
des trois signaux nécessaires à l’activation des LT499. Dans un contexte tumoral, la 
stimulation persistante du TCR, l’altération de la co-stimulation ou la co-stimulation 
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négative par les RI, l'inflammation et les médiateurs solubles participent à la mise en 
place de l’épuisement des LT spécifiques de la tumeur. En effet, comme détaillé 
précédemment, les diverses populations cellulaires du microenvironnement de la 
tumeur, ainsi que leur cytokines et métabolites associés, inhibent les LT et sont 
largement impliqués dans leur épuisement463. De plus, l'absence d’aide des LT CD4 
joue également un rôle548. L'intensité de ces différents signaux peut être déterminée 
par des paramètres indirects tels que les mutations dans les cellules cancéreuses, 
l’hétérogénéité spatiale dans la composition de la tumeur et les altérations du 
microenvironnement induites par la thérapie547. Les signaux immunosuppresseurs 
agissent au niveau des LT en influençant l'expression des RI, en modifiant les voies 
métaboliques, l'état épigénétique et les profils des facteurs de transcription, amenant 
à l’état d’épuisement. Jusqu’à récemment, les PCI étaient décrits comme 
responsables de l’épuisement des LT puisqu’un lien a été établi entre l'expression de 
plusieurs PCI et le phénomène d’épuisement549. De plus, le blocage de l’axe PD-1/PD-
L1 augmente l’immunité anti-tumorale dans des tumeurs humaines solides448. 
Cependant, leur expression ne correspond pas forcément à une réduction des 
fonctions des LT, mais peut également marquer des LT activés ou appartenant à des 
stades de différentiation plus avancés550. En effet, des données montrent que PD-1 
n'est pas nécessaire pour initier l'épuisement des LT et que l'absence de PD-1 favorise 
même l'accumulation de LT CD8 épuisés chez la souris551. Les PCI seuls ne sont pas 
responsables de l’épuisement des LT mais jouent un rôle crucial dans la régulation 
des réponses effectrices.  
6.3 Caractéristiques 
Les LT épuisés ont une perte hiérarchique des fonctions effectrices telles que la 
diminution de la production de cytokines, l'augmentation de l'expression des 
chimiokines, la réduction de la cytotoxicité et de la prolifération. On retrouve également 
des changements dans leurs profils transcriptomique552, épigénétique499 et 
métabolique547. Les LT épuisés sont caractérisés par une expression élevée et 
soutenue des PCI tels que PD-1, TIGIT, CTLA-4, TIM-3 et LAG3465. Des modifications 
progressives de l'accessibilité de la chromatine ont également été identifiées553. Des 
études comparant les TIL épuisés avec des LT épuisés dans une infection virale 
chronique et avec des LT non-épuisés, ont identifié des variations d’expression de 
gènes et de facteurs de transcription comme NFAT, EOMES, T-bet, Blimp-1, BATF, 
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FoxO1, VHL et c-Maf, dans les TIL épuisés545,547,552, mais aucun marqueur spécifique 
n’a encore été identifié. Ces changements peuvent s’expliquer par le fait que le TME 
diffère de celui d’une infection virale. La compréhension de la régulation de 
l’expression des gènes dans les LT dysfonctionnels est encore compliquée par le fait 
que plusieurs facteurs de transcription et récepteurs agissent de manière dépendante 
du contexte, avec une fonction différente dans les LT épuisés519,554. D’autre part, des 
régulateurs en aval de la signalisation du TCR tels que TOX555, IRF4556, NR4A1557 et 
NFAT558 semblent être impliqués dans l’épuisement des LT. Le facteur de transcription 
et régulateur épigénétique TOX est induit par une stimulation chronique du TCR et 
l'activation de NFAT. Des travaux récents ont mis en évidence un rôle important de 
TOX dans l’induction de l’épuisement des LT dans des infections chroniques du 
LCMV559,560 et dans des modèles murins de cancer561,562. Ces études démontrent que 
les LT CD8 déficients en TOX ont une fonction effectrice accrue. Toutefois, la perte 
d’expression de TOX empêche également la persistance de LT CD8 spécifiques de 
l'Ag dans les infections chroniques. Les LT épuisés peuvent être séparés des autres 
états de dysfonction des LT tels que l'anergie et la sénescence. En effet, alors que 
l'anergie est induite au cours de l’activation par un manque de co-stimulation et que la 
sénescence correspond à un arrêt d’expansion après une stimulation répétitive, les LT 
épuisés proviennent de cellules qui acquièrent initialement des fonctions effectrices 
mais qui les perdent progressivement suite à une stimulation excessive et continue du 
TCR563.  
6.4 Lignée de différenciation indépendante 
Les LT épuisés représentent une lignée immune distincte de celle des LT mémoires et 
effecteurs (Figure 28b). Les LT épuisés sont différenciés dans un contexte de 
stimulation chronique de l’Ag à partir de cellules mémoires précurseurs qui sont des 
précurseurs communs aux cellules mémoires et effectrices. Certains spécialistes 
proposent que les LT épuisés peuvent être directement différenciés à partir de cellules 
naïves. Les LT épuisés se distinguent nettement des LT effecteurs et mémoires au 
niveau des profils transcriptomiques, de l'expression des RI et co-stimulateurs, des 
facteurs de transcription, des molécules de signalisation, des récepteurs de cytokines 
et de chimiokines et des gènes impliqués dans le métabolisme545,564,565. Ainsi, en plus 
du phénotypage et de l'analyse fonctionnelle, les études génomiques confirment 
également que les LT épuisés représentent un état unique de différenciation463.  




















Figure 28 : Modèle d’activation des LT après reconnaissance de l’Ag (McLane et al., 
Annual Review of Immunology, 2019)499. 
 
6.5 Différents degrés d’épuisement 
Il existe différents degrés de sévérité de l’épuisement qui sont influencés par le niveau 
et le nombre de RI exprimés, l’intensité et la durée de la stimulation antigénique et la 
disponibilité de l'aide des LT CD4463. Plusieurs de ces RI corrèlent avec les niveaux 
de dysfonctionnement des LT. Des études ont montré, grâce à l’analyse de la 
production de cytokines, que les LT CD8 PD-1+TIM-3+ sont plus dysfonctionnels que 
les PD1+TIM-3- et que les PD-1-TIM-3- 549. D’autre part, il a été démontré que T-bet et 
INTRODUCTION – II) La tumeur échappe au système immunitaire 
 
 105 
EOMES délimitent deux sous-ensembles de LT CD8 épuisés dont des précurseurs 
capables de prolifération qui maintiennent les populations de LT épuisées566. Plus 
récemment, des études montrent que le facteur de transcription TCF1 permet de 
distinguer plus strictement ces deux populations de LT épuisés. Les cellules épuisées 
progénitrices expriment TCF1567, SLAMF6568 et CXCR5569 et peu de RI. En effet, elles 
expriment des niveaux intermédiaires de PD-1 et n'expriment pas TIM-3. Les cellules 
progénitrices PD1+TCF1+ ont des propriétés semblables à celles des cellules souches 
car elles ont la capacité de proliférer, de s'auto-renouveler et de produire des cellules 
épuisées en phase terminale décrites comme PD1+TCF1-TIM-3+GZMB+ qui n’ont plus 
la capacité de proliférer.  
6.6 LT CD4 épuisés  
Les LT CD4 perdent également leur fonction effectrice et augmentent leur niveau 
d’expression de PD-1 lors d'infections virales chroniques565. Cependant, la dysfonction 
est souvent apparue plus tôt pour les LT CD4 que pour les LT CD8570,571. Les LT CD4 
épuisés produisent souvent de l'IL-10 et/ou de l'IL-21 et semblent se différencier en 
Tfh sous l’influence d’IFN de type I lors d’infections chroniques565,572. L’IL-21 renforce 
les réponses des LT CD8, ce qui suggère que la différenciation des LT CD4 épuisés 
implique des régulations plus complexes que celles des LT CD8. Des études récentes, 
qui ont comparé les programmes de transcription des LT CD4 et CD8 épuisés, ont 
retrouvé de nombreuses similitudes mais également des différences, notamment dans 
l’expression des RI et facteurs de transcription. Les LT CD4 épuisés représentent une 
population hétérogène. 
6.7 Techniques d’analyse 
Les progrès technologiques récents, notamment les analyses transcriptomiques de 
cellules uniques, les analyses épigénétiques et le séquençage TCR, ont permis 
d'analyser l'hétérogénéité et les relations de lignées de différenciation dans les 
populations de LT spécifiques de l'Ag dans les tumeurs et les infections virales 
chroniques553,555,573. Une étude combinant l’analyse des profils protéomiques, 
épigénétiques et transcriptomiques par cytométrie de masse a permis de définir 9 
sous-groupes distincts de LT épuisés chez les patients atteints de cancer ou infectés 
par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH)574. L’analyse de l’accessibilité de la 
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chromatine a également permis de caractériser le profil d’expression de certains gènes 
dans les LT épuisés562. Plusieurs signatures géniques définissant les LT épuisés ont 
également été définies. 
6.8 Réversion 
Il a été montré que le blocage thérapeutique de PD-1 peut réactiver les fonctions des 
LT épuisés dans les infections chroniques575. Récemment, une étude dans des 
modèles murins de cancer a montré que le blocage des PCI permet d’améliorer les 
fonctions effectrices des LT qui expriment plusieurs PCI ainsi que l’expansion des 
cellules épuisées progénitrices576. De plus, des études montrent que ce sont plutôt les 
LT CD8 TCF1+ qui agissent comme acteurs de la réponse à l’immunothérapie ciblant 
l’axe PD-1/PD-L1 dans le contrôle de la tumeur568,577,578. L’utilisation des inhibiteurs de 








L’immunothérapie fait partie des piliers de traitements anti-cancéreux, avec la 
chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, l’hormonothérapie et les thérapies 
ciblées. Elle a pour but d’aider notre SI à combattre le cancer. L’immunothérapie a 
connu une percée fulgurante ces dernières années et a révolutionné le domaine de 
l’oncologie. La stimulation du SI du patient pour éliminer le cancer est une idée 
apparue dans les années 1970. En effet, l’injection du BCG (bacille de Calmette et 
Guérin) a été efficace chez des patients atteints d’un cancer de la vessie. 
Cette approche permet une stimulation globale du SI. Plus tard, l’immunothérapie 
dirigée spécifiquement contre les cellules cancéreuses est apparue avec le transfert 
adoptif de TIL et a été poursuivie et renforcée suite à l’identification des Ag tumoraux 
et leur reconnaissance par les CTL579. Aujourd’hui, il existe plusieurs approches 
d’immunothérapies spécifiques ou non spécifiques, qui sont détaillées ci-après. 
L’immunothérapie spécifique peut être passive ou active. L’immunothérapie passive, 
comme les AcM et le transfert adoptif de LT, consiste à injecter des cellules ou 
molécules du SI qui ont un effet direct sur les cellules tumorales. L’immunothérapie 
active induit une réponse immune spécifique et une mémoire immunologique, par 
exemple, les vaccins anti-cancer, les virus oncolytiques et les inhibiteurs de PCI. Il est 
à noter que certains traitements anti-cancéreux, comme la chimiothérapie, qui 
permettent d’induire la mort des cellules tumorales, aboutissent à l’activation du SI 
adaptatif par libération des signaux de danger580. De ce fait, la combinaison de 
thérapies conventionnelles et d’immunothérapies ainsi que leurs potentiels effets 
synergiques sont largement étudiés. L’immunothérapie permet un traitement de plus 
en plus personnalisé en fonction du tableau clinique des patients. De plus, les tumeurs 
enflammées sont connues pour répondre davantage à ce type de traitement par 
rapport aux tumeurs froides dont le ciblage par immunothérapie semble plus 
complexe84. En revanche, chez les patients présentant des profils tumoraux capables 
de répondre à l’immunothérapie et recevant ces traitements, seulement une partie 
d’entre eux en retire un bénéfice clinique. Les enjeux aujourd’hui sont d’optimiser les 
traitements existants qui ont largement fait leur preuve en clinique et de mettre en 
place de nouvelles approches et combinaisons afin d’augmenter le nombre de patients 
répondeurs à l’immunothérapie.
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1. Anticorps monoclonaux, modulateurs du système 
immunitaire et virus oncolytiques 
1.1 Anticorps monoclonaux 
 
Les AcM sont dirigés contre un motif peptidique d’un Ag tumoral. Ils se fixent sur les 
cellules cancéreuses qui surexpriment cet Ag et qui sont alors éliminées par les 
cellules du SI comme les macrophages et NK exprimant un récepteur (FcR) qui se lie 
à la partie constante de l’Ac. Ils peuvent également bloquer simplement l’activité de 
l’Ag cible sans nécessairement conduire à l’élimination directe de la cellule tumorale 
par des cellules de l’immunité. Les AcM représentent un sous-type de thérapie ciblée 
puisqu’ils interagissent avec des cibles spécifiques. Les AcM  les plus utilisés en 
clinique sont les anti-CD20 pour certaines hémopathies malignes et les anti-HER2 
pour le cancer du sein surexprimant l’Ag. D’autres AcM thérapeutiques ont été 
approuvés en oncologie, ils ciblent par exemple : CD52 (Alemtuzumab), EGFR 
(Cetuximab, Panitumumab), VEGFA (Bevacizumab)581. D’autres approches 
thérapeutiques combinent des Ac avec d’autres agents anti-tumoraux (AcM 
conjugués) ou génèrent des Ac à double spécificité (Ac bispécifiques). 
 
Anti-CD20 
Le CD20 est un canal calcique transmembranaire impliqué dans l'activation, la 
prolifération et la différenciation des LB582. Les AcM anti-CD20 sont utilisés pour 
obtenir une déplétion des LB lorsqu’ils présentent des troubles prolifératifs, notamment 
dans le lymphome non hodgkinien (LNH) et la leucémie lymphoïde chronique (LLC). 
Les AcM anti-CD20 ont ensuite été utilisés dans le traitement des maladies auto-
immunes. Le premier AcM anti-CD20 thérapeutique généré en 1998, le rituximab, est 
un chimère murin/humain qui a prouvé son efficacité dans le LNH583. Cependant, de 
nombreux patients développent des Ac et/ou ont des réactions liées à la perfusion. 
Ceci a amené à l’apparition d’une seconde génération d'AcM, conçus pour être plus 
efficaces, mieux tolérés et moins immunogènes. Il s'agit notamment des versions 
humanisées : ocrelizumab, obinutuzumab et veltuzumab, et de l'ofatumumab, 
entièrement humain584. L'administration d'AcM anti-CD20 épuise presque 
complètement les LB périphériques, mais les niveaux d'Ac produits par les 
plasmocytes ne sont pas réduits de façon spectaculaire585. Cela suggère que les 
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bénéfices cliniques de ce type de thérapie, observés chez les patients atteints de 
maladies auto-immunes, peuvent provenir de la perte d'autres fonctions des LB, telles 
que la présentation de l'Ag, la production de cytokines inflammatoires, l'activation des 
LT et la création de follicules lymphoïdes ectopiques 586. Les effets secondaires 
connus de ces traitements sont des réactions cutanées au niveau de la zone de 
perfusion et des états grippaux. 
 
Anti-HER2 
HER2 ou ERBB2 fait partie de la famille des 4 récepteurs ERBB présents à la surface 
des cellules. Il lie les facteurs de croissance solubles et activent la prolifération 
cellulaire587. Sa surexpression et son amplification ont été identifiées dans divers types 
de cancer et sont associées à un mauvais pronostic588. En effet, la surexpression de 
HER2 entraîne une transformation maligne, le développement de propriétés anti-
apoptotiques, une augmentation de l'invasion métastatique et des résistances aux 
traitements anti-cancéreux589,590. L’AcM anti-HER2 ou trastuzumab (Herceptin®) a été 
la première thérapie ciblée mise sur le marché en 1998 pour le cancer du sein 
HER2+591. Son principal mécanisme d’action est le blocage de l’activité oncogénique 
du recepteur HER2. Il a représenté un succès dans l'amélioration de la survie et de la 
qualité de vie des patients dans le cas de cancers du sein mais également pour des 
tumeurs gastriques, pulmonaires, colorectales et gynécologiques588. Cependant, la 
résistance au trastuzumab en monothérapie se produit dans 70% des cancers du sein 
HER2+592. Plusieurs mécanismes de résistance ont été identifiés. Des études récentes 
ont tenté de surmonter cette résistance en ciblant différents domaines du HER2, en 
développant de petites molécules pour cibler le HER2 et en utilisant des drogues 
conjuguées aux AcM. Par exemple, de nouveaux agents, tels que le T-DM1 (Ado-
transtuzumab emtansine), ont connu un succès remarquable593. Des essais cliniques 
chez des patients présentant des résistances aux anti-HER2, ont combiné des 
inhibiteurs de PD-1 avec le trastuzumab ou le T-DM1 et ont montré une efficacité 
améliorée de ces traitements594.  
 
AcM monoclonaux conjugués 
Les AcM conjugués sont associés à un médicament de chimiothérapie ou à une 
particule radioactive. Ces AcM sont utilisés comme dispositif de guidage pour amener 
l'une de ces substances directement aux cellules cancéreuses. L'Ibritumomab tiuxétan 
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(Zevalin) est un exemple d'un AcM radiomarqué595. Il est composé du rituximab et 
d'une substance radioactive (Yttrium-90). Le traitement par ce type d'AcM est parfois 
appelé radio-immunothérapie. Le T-DM1, cité plus haut, est un exemple d’Ac lié à une 
drogue chimiothérapeutique. 
 
Ac bispécifiques  
L’objectif de ces Ac qui ont une double spécificité est d'induire une immunité anti-
tumorale supérieure à celle des Ac monospécifiques dirigés contre les mêmes cibles. 
Ils permettent de rapprocher deux cellules cibles ou d’inhiber deux RI. Il existe trois 
classes d'Ac bispécifiques596. La première engage un Ag tumoral et le CD3 présent 
sur les LT, elle permet de rediriger les CTL vers les cellules tumorales597. C'est la 
classe d'Ac bispécifiques la plus établie, avec deux composés (Blinatumomab, 
Catumaxomab) ayant obtenu l’autorisation de mise sur le marché (AMM) et de 
nombreux composés en développement clinique. Le concept repose sur le fait que l’Ac 
active les LT par l'intermédiaire de CD3, et dirige ces LT vers la zone de la tumeur 
grâce à la propriété de liaison de l'Ag tumoral. Un inconvénient évident de cette 
approche est que le domaine spécifique du CD3 va recruter les LT sans discrimination. 
Les Ac de deuxième classe se lient à un Ag tumoral et à un récepteur 
immunomodulateur, comme le CD40 ou le 4-1BB. Enfin, les Ac immunomodulateurs 
doubles sont des composés bispécifiques qui se lient à deux RI distincts, combinant 
souvent le ciblage de PD-1 ou PD-L1 avec celui de LAG-3 ou TIM-3.  
1.2 Modulateurs du système immunitaire 
Ces agents stimulent le SI de manière non spécifique. Parmi eux, les cytokines (IFN, 
TNF, IL) sont les mieux étudiées. En effet, ce sont des petites molécules qui permettent 
aux cellules du SI de communiquer afin de générer une réponse coordonnée et 
efficace à un Ag cible. Au cours des dernières années, des études ont permis 
d’exploiter leurs vastes réseaux de signalisation pour développer des traitements 
contre le cancer. L'IL-2 est un facteur de croissance des LT, LB et NK. Elle est utilisée 
dans le traitement de plusieurs cancers pour stimuler la prolifération et l'activité des LT 
et NK facilitant ainsi la régression tumorale598. Cependant de nombreux effets 
secondaires ont été reportés. L’IL-2 peut être utilisée seule ou en combinaison avec la 
chimiothérapie ou d’autres cytokines comme l’IFN-D. On retrouve également les 
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facteurs de croissance hématopoïétiques qui peuvent être utilisés pour renouveler les 
cellules immunes, plaquettes et hématies endommagées par les traitements anti-
cancéreux (Erythropoietin, IL-11, GM-CSF), le BCG, les ligands de TLR et les drogues 
qui stimulent le SI en déclenchant par exemple la sécrétion d’IL-2 (Thalidomide, 
Lenalidomide). 
1.3 Virus oncolytiques 
L’immunothérapie par les virus oncolytiques (VO) implique l’injection d'un virus au site 
de la tumeur, où il peut infecter et tuer les cellules tumorales (oncolyse) et les cellules 
endothéliales vasculaires, entraînant une réaction inflammatoire et une 
immunosuppression locale réduite599. Les Ag tumoraux libérés par l'oncolyse peuvent 
être pris en charge par les DC qui activent ensuite les LT spécifiques de la tumeur. 
D’autre part, l’utilisation de VO sous forme de « vaccin », conserve les fonctions d'un 
VO standard au site de la tumeur, mais sont conçus pour assurer l'induction d'une 
immunité anti-tumorale. En effet, l'administration systémique conduit au chargement 
antigénique des DC distales et à l'amorçage de LT spécifiques à la tumeur. Le premier 
produit viral à avoir reçu l'approbation de la Food and Drug Administration (FDA) est 
le talimogene laherparepvec (T-VEC) qui dérive du virus de l'herpès simplex 1, avec 
une insertion du gène codant pour le GM-CSF humain600,601. En 2015, le T-VEC a 
démontré une induction de réponses anti-tumorales durables chez les patients atteints 
de mélanome602. Dans cette étude, plus de 400 patients ont été traités soit par le T-
VEC in situ, soit avec du GM-CSF sous-cutané. Les réponses cliniques et la survie 
globale étaient plus élevées dans le bras T-VEC par rapport au bras GM-CSF. Les 
autres agents les plus avancés dans le développement clinique sont : le 
pexastimogene devacirepvec (Pexa-Vec) pour le carcinome hépatocellulaire et 
pelareorep (Reolysin) en combinaison avec de la chimiothérapie dans les cancers des 
VADS. Par la suite, dans des modèles précliniques, de nombreuses cytokines ont été 
exprimées à partir des VO dans le but de stimuler, activer et recruter les LT, NK et 
DC599. Cependant aucun n’a montré d’efficacité significative à ce jour. Les 
combinaisons de l’immunothérapie par VO, qui entraine une inflammation des 
tumeurs, avec les thérapies qui stimulent les réponses anti-tumorales spécifiques 
comme les vaccins anti-cancer, les inhibiteurs des PCI ou le transfert adoptif de LT, 
sont actuellement testées en clinique afin de potentialiser leurs efficacités603,604. 
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2. Vaccins anti-cancer 
 
Les vaccins anti-cancer peuvent être prophylactiques des infections par des virus 
oncogènes et donc, indirectement, du cancer, comme le vaccin HBV pour lutter contre 
l’hépatocarcinome et le vaccin HPV (Gardasil®) pour prévenir l’apparition du cancer 
du col de l’utérus. Les vaccins anti-cancer thérapeutiques pour leur part, sont 
administrés après le diagnostic dans le but d’induire, d’amplifier ou d’augmenter la 
diversité d’une réponse immunitaire efficace capable d’éliminer la tumeur existante et 
de prévenir la rechute. Contrairement aux vaccins préventifs « classiques » contre les 
maladies infectieuses où la protection est principalement due aux réponses Ac, 
l’efficacité de la réponse anti-tumorale vaccinale est fortement dépendante des 
réponses lymphocytaires T spécifiques605. Pour induire cette réponse spécifique, les 
vaccins thérapeutiques anti-cancer stimulent les LT en déclenchant les 3 signaux 
d’activation, par l’intermédiaire de l’Ag tumoral (signal 1) et des adjuvants qui 
permettent d’activer les DC qui apporteront les signaux 2 et 3. Il y a quatre composants 
clefs dans un vaccin anti-cancer : les Ag tumoraux, la formulation, les adjuvants 
(agonistes de TLR, GM-CSF) et les moyens de délivrance (émulsions, liposomes) 
(Figure 29). Les deux grandes catégories de formulation sont : celle qui comporte tous 
les Ag cibles de la tumeur (cellules tumorales entières) et celle qui se concentre 
uniquement sur les Ag spécifiques de la tumeur. 
 
 
Figure 29 : Composés d’un vaccin anti-cancer (Hu et al., Nature Review 
Immunology, 2018)606. 
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2.1 Formulés avec des cellules tumorales   
Les vaccins basés sur les cellules tumorales entières sont générés soit à partir de 
tissus tumoraux autologues et contiennent des cellules intactes irradiées607 ou des 
lysats tumoraux, soit à partir de lignées tumorales allogéniques608. Les cellules 
tumorales peuvent être manipulées in vitro afin de stimuler efficacement les DC après 
leur injection chez le patient. Le vaccin GVAX comprend des cellules tumorales 
provenant de lignées allogéniques irradiées qui sécrètent du GM-CSF recombinant. 
Celui-ci a le triple rôle d'attirer les DC immatures, d'induire leur maturation et d’activer 
la présentation croisée de protéines tumorales issues de l’apoptose survenue par la 
vaccination609. Les essais cliniques de phase I/II dans le cancer de la prostate 
métastatique ont démontré une immunogénicité et une augmentation de la survie pour 
les patients ayant reçu le GVAX610. En 2015, GVAX est administré avec le 
cyclophosphamide, un agent alkylant et la Listeria monocytogenes vivante atténuée et 
modifiée pour exprimer la mésothéline, un Ag tumoral retrouvé dans l’adénocarcinome 
pancréatique. Cette combinaison induit une immunité innée et adaptative et une 
meilleure survie chez les patients atteints de cancer du pancréas611. L’utilisation de 
cellules tumorales autologues irradiées additionnées d’une sécrétion abondante de 
GM-CSF par des cellules « bystander » induit des réponses immunes réactives à la 
tumeur et améliore les réponses cliniques de patients atteints de leucémies 
lymphoïdes chroniques qui ont reçu une transplantation de cellules souches 
hématopoïétiques612. D’autre part, des vaccins hybrides peuvent être générés par la 
fusion de cellules tumorales et DC, ce qui permet l’activation de la machinerie de 
présentation des DC et l’accessibilité à une source continue d’Ag tumoraux613. Cette 
approche a prouvé son efficacité chez des patients atteints de LAM614. L’administration 
de l’entièreté des protéines de la tumeur présente des inconvénients puisque la 
majorité des protéines dans une cellule tumorale sont des protéines normales du soi. 
De plus, les cellules autologues sont souvent en quantité insuffisante, les lignées 
allogéniques ne présentent pas forcément le profil antigénique de la tumeur à traiter et 
les signaux de danger apportés sont généralement insuffisants. 
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2.2 Formulés avec des antigènes tumoraux  
 
Formulation avec DC 
En 2010, le premier vaccin anti-cancer thérapeutique approuvé par la FDA est 
Sipuleucel-T (Provenge®) pour le cancer de la prostate. Il est constitué de DC 
autologues pré-incubées avec une protéine de fusion qui lie la phosphatase acide 
prostatique et le GM-CSF615. Diverses stratégies ont été développées pour charger 
efficacement les Ag tumoraux sur les DC616. Pour ces vaccins générés ex vivo, les DC 
sont d'abord différenciées et activées par des cytokines, puis chargées d'Ag. Des 




Une autre stratégie pour délivrer des Ag in vivo consiste à utiliser des vecteurs viraux 
recombinants. Du fait de la forte immunogénicité intrinsèque du vecteur viral, le vaccin 
peut être éliminé trop rapidement lors des rappels, pourtant nécessaires à l’induction 
d’une réponse T spécifique de l’Ag tumoral efficace. Cette difficulté a été surmontée 
par l’utilisation d’une approche dite « heterologous prime-boost » où le cDNA codant 
pour un même Ag tumoral est inséré dans deux virus différents administrés par 
alternance. Le vaccin Prostvac® contre le cancer de la prostate consiste en un vecteur 
recombinant du virus de la vaccine comme vaccin d'amorçage, suivi de rappels 
contenant un vecteur recombinant de la variole aviaire. Les deux vecteurs viraux qui 
contiennent des transgènes codant pour le PSA et trois molécules immunitaires co-
stimulatrices (CD80, ICAM-1 et LFA-3) ont induit des réponses immunitaires cellulaires 
et une meilleure survie dans des études de phase II618. Une autre étude utilisant des 
vecteurs viraux exprimant l’Ag NY-ESO-1 a démontré leur efficacité dans le cancer de 
l’ovaire et le mélanome619.  
 
Acides nucléiques  
Les vaccins à base d'ADN et d'ARNm codent pour des Ag tumoraux après 
administration chez le patient. Les vaccins plasmides à ADN ont été évalués dans 
plusieurs types de cancer620, néanmoins, l'immunogénicité et l'activité clinique ont 
jusqu'à présent été modestes. La vaccination basée sur l'ARNm combine un excellent 
profil de sureté, une flexibilité et une capacité adjuvante en se liant à un récepteur 
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TLR621. L'injection intradermique d'un vaccin à base d'ARNm codant pour plusieurs Ag 
tumoraux dans le carcinome rénal a entraîné des réponses T anti-tumorales dans un 
essai de phase I/II622. La vaccination intra-LN avec un vaccin personnalisé à base 
d'ARNm codant pour plusieurs néoAg peut susciter une puissante immunité anti-
tumorale contre ces néoAg chez les patients atteints d'un mélanome623. 
 
Peptides antigéniques  
Il a été montré que les patients atteints d'un mélanome avancé traités par de l’IL-2 et 
un vaccin contenant le peptide gp100, ont une meilleure survie globale que les patients 
traités par IL-2 seule624. Cependant, les vaccins multi-peptides ont montré une 
efficacité supérieure par rapport aux formulations mono-peptides, car ils sont moins 
susceptibles de déclencher une tolérance. En outre, les peptides longs (20-30 mers), 
plutôt que les courts (8-10 mers), sont préférentiellement utilisés car ils doivent être 
internalisés et apprêtés par des CPA professionnelles pour être présentés, ce qui 
permet une activation des LT CD4 et CD8625. La présentation par des CPA et l’aide 
des CD4 améliorent l’induction de la réponse LT CD8 souhaitée. L’efficacité des 
vaccins peptidiques dépend également des adjuvants co-injectés. Le premier vaccin 
peptidique constitué de peptides longs dérivés de HPV16, émulsionné avec du 
MontanideTM, a montré des bénéfices cliniques chez des patientes atteintes d’un 
adénocarcinome vulvaire pré-cancéreux183. IMA901 est un vaccin thérapeutique 
contre le cancer du rein, constitué de multiples peptides tumoraux. En essai de phase 
II, il est administré avec le cyclophosphamide et est associé à une meilleure survie626. 
De plus, l’injection de peptides longs chevauchants correspondants à la séquence de 
l’Ag NY-ESO-1, induit des réponses immunes spécifiques chez des patientes atteintes 
de cancer ovarien, surtout lorsque deux adjuvants sont associés au vaccin, le 
MontanideTM et le Poly-ICLC627.  
 
Vaccins personnalisés basés sur les néoAg 
Il a été démontré qu’une charge élevée de néoAg chez les patients cancéreux est 
associée à des réponses lymphocytaires augmentées628 ainsi qu’à de meilleures 
réponses cliniques aux inhibiteurs de PCI174. De plus, les populations de LT 
spécifiques des néoAg sont en expansion lors d’une réponse anti-tumorale efficace629. 
Ces découvertes ainsi que l’hétérogénéité génétique des cellules tumorales entre les 
individus mais également au sein d’un même patient, suggèrent que les vaccins anti-
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cancers pourraient être améliorés avec une approche personnalisée basée sur 
l’utilisation de multiples néoAg qui présentent une très haute spécificité tumorale. 
L’identification de ces néoAg est de plus en plus perfectionnée avec le séquençage 
d’ADN et d’ARN de nouvelle génération et les nouveaux outils bioinformatiques630. Les 
premiers vaccins basés sur des neoAg ont montré des activités anti-tumorales dans 
des modèles précliniques et ont été testés dans des essais de phase précoce dans le 
mélanome. Ces vaccins sont basés sur l’injection de DC pulsés avec des neoAg après 
immunothérapie631, une combinaison de 20 longs peptides spécifiques à chaque 
patients additionnés de poly-ICLC632 ou l’administration d’ARNm codant pour deux Ag 
partagés (NY-ESO-1 et tyrosinase) suivie de plusieurs injections d’ARNm codant pour 
10 neoAg personnalisés623. Ces trois études valident l’utilisation des vaccins néoAg 
personnalisés et montrent qu’ils induisent de nouvelles réponses lymphocytaires 
spécifiques des neoAg robustes chez tous les patients vaccinés. Les essais cliniques 
basés sur ces vaccins personnalisés sont en expansion dans plusieurs types 
tumoraux, ils utilisent divers adjuvants et méthodes de délivrance633.  Cependant, 
comme les conditions de fabrication et d’identification des Ag sont fastidieuses, ces 
vaccins sont testés dans des petites cohortes de patients et leur bénéfice 
thérapeutique est à ce jour encore modeste. Les perspectives d’optimisation de ces 
vaccins consistent à améliorer la prédiction des néoAg, la fabrication des vaccins, le 
développement des modèles précliniques et la combinaison de thérapies notamment 
avec les inhibiteurs de PCI634. 
 
3. Transfert adoptif de lymphocytes T 
 
Au début des années 1990, le groupe de S.A Rosenberg utilise une nouvelle approche 
basée sur le transfert adoptif de TIL, puis plus tard de LT spécifiques d’Ag tumoraux, 
autologues pour amplifier l’immunité anti-tumorale chez les patients. Cette stratégie 
utilise des TIL qui ont subi une expansion ex vivo ou des LT génétiquement modifiés 
pour exprimer des TCR transgéniques (Figure 30 a,c) ou des CAR (Chimeric Antigen 
Receptor) (Figure 30 b) afin de leur conférer une spécificité tumorale.  
3.1 TIL 
 
L'immunothérapie basée sur le transfert adoptif de LT spécifiques de la tumeur a 
d’abord été validée dans des modèles murins il y a plusieurs décennies635. Chez 
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l’homme, les TIL autologues sont isolés et multipliés ex vivo en présence d’IL-2, leur 
réactivité tumorale est testée et les TIL spécifiques de la tumeur sont sélectionnés pour 
être réinjectés au patient. Afin d’augmenter l’activité des LT transférés et d’éliminer les 
cellules immunes immunosuppressives, l'ablation des lymphocytes ou du SI par 
respectivement, la chimiothérapie ou la radiothérapie systémique, est réalisée avant 
le transfert adoptif et est associée à une persistance des LT transférés636. Le transfert 
adoptif est généralement combiné à une injection d’IL-2 et a conduit à des réponses 
complètes durables chez les patients atteints de mélanome métastatique637–639. Une 
étude a montré l’efficacité du transfert adoptif de TIL spécifiques de HPV16 dans le 
cancer du col de l’utérus640. Toutefois, cette approche a des limites, car elle est 
seulement administrée aux patients présentant un état général capable de supporter 
la lymphodéplétion et l'injection d’IL-2. De plus, la plupart des réponses observées 




Figure 30: Trois moyens de modifier génétiquement des LT afin de leur conférer une 
spécificité pour les Ag tumoraux (Restifo et al., Nature Review Immunology, 2012)641. 
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3.2 TCR transgénique 
Cette méthode permet de transduire des LT autologues avec des vecteurs viraux 
codant pour un TCR préalablement identifié comme ayant une haute affinité pour un 
épitope tumoral donné et de les réinjecter au patient. Des LT CD8 circulants ont été 
transduits avec des rétrovirus codant pour les chaines α et β de TCR restreints par 
HLA (Human Leukocyte Antigen)-A2 et spécifiques de peptides dérivés de MART-1, 
gp100, NY-ESO-1 et p53 puis injectés chez les patients. Un an après la perfusion, ces 
LT modifiés perdurent et des régressions tumorales sont observées chez deux patients 
atteints de mélanome sur quinze642. Une autre étude utilisant des LT modifiés pour 
exprimer un TCR spécifique de NY-ESO-1, montre des réponses cliniques chez des 
patients atteints de sarcome ou mélanome162. Cette étude montre pour la première 
fois des réponses cliniques d’un traitement utilisant des TCR transgéniques dans des 
tumeurs autres que le mélanome. La modification génétique des LT peut également 
être utilisée pour insérer des gènes qui codent pour des molécules impliquées dans la 
co-stimulation, la prévention de l'apoptose, l'induction de l'inflammation, ainsi que ceux 
codant les récepteurs de chimiokines641. Une étude récente utilise la technologie 
d’édition du génome CRISPR-Cas9 pour déléter les gènes codant les chaines D et E 
du TCR et le PCI PD-1 de LT de patients qui sont ensuite transduits avec un vecteur 
viral codant pour un TCR spécifique de NY-ESO-1. Les LT modifiées et réinjectés aux 
patients dans un essai de phase I ont persisté jusqu'à 9 mois. Ceci suggère que 
l'immunogénicité est minimale et démontre la faisabilité de l'édition du génome par 
CRISPR pour l'immunothérapie du cancer par transfert adoptif643. 
3.3 CAR T cell 
 
Un autre moyen de conférer une spécificité tumorale aux LT est l’utilisation de 
récepteurs CAR fabriqués in vitro. Les CAR sont composés de 4 parties : un domaine 
de liaison à l’Ag provenant d’un Ac, une charnière, un domaine transmembranaire et 
un domaine de signalisation intracellulaire. Ils sont synthétisés à partir d’une séquence 
de gène codant pour des chaines uniques de régions variables (scFv) d'Ac spécifiques 
d’un Ag tumoral, fusionnée à des séquences codant des domaines intracellulaires des 
molécules du complexe  TCR641. Ainsi, des rétrovirus peuvent être utilisés pour 
transduire des LT avec le CAR qui reconnaît des Ag à la surface des cellules cibles. 
L’objectif étant d’utiliser les fonctions effectrices des LT tout en contournant le 
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problème de restriction du TCR par le CMH. Les CAR de 1ère génération permettent 
une simple activation de la signalisation du complexe TCR. Leur domaine 
intracellulaire contient la sous-unité CD3], une composante de la transduction du 
signal par le complexe TCR qui enclenche l’activation et la cytotoxicité du LT transduit. 
Cependant, des faibles réponses cytokines par ces LT sont retrouvées. Par la suite, 




Figure 31 : Structure des CAR (Zhao et Cao, Frontiers in Immunology, 2019)644. 
 
Les CAR de 2ème génération contiennent le domaine variable d’Ac, la CD3] et en 
supplément le domaine intracellulaire d’une molécule de co-stimulation afin 
d’augmenter la force du signal pour une meilleure activation du LT. Deux études ont 
marqué le succès des CAR de 2ème génération. En 2011, C. June et son groupe ont 
mis au point un CAR avec une spécificité pour l'Ag CD19 des LB, qui contient dans 
son domaine intracellulaire : CD3] et le signal de co-stimulation CD137645. Les LT 
autologues qui expriment ce CAR ont été réinjectés à un patient atteint de leucémie 
chronique lymphoïde et ont persisté à des niveaux élevés pendant 6 mois dans le sang 
et la moelle osseuse du patient. Une réponse immunitaire spécifique a été détectée 
dans la moelle osseuse, accompagnée d'une perte de LB sains et leucémiques qui 
expriment le CD19. Une rémission complète était détectée 10 mois après le traitement. 
Cependant, le patient présentait plusieurs toxicités dont une lymphopénie. Une autre 
étude utilise un CAR avec la même spécificité CD19, couplé au CD3] et au domaine 
de co-stimulation de CD28646. Les LT CAR+ administrés à des patients présentant des 
tumeurs malignes issues de la lignée B s’accumulent dans les LN drainant la tumeur 
et une disparition transitoire de LB CD19+ circulants est observée. Sur 15 patients 
traités, des rémissions complètes (8 patients dont 4 sont réfractaires à la 
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chimiothérapie) ou partielles (2 patients) ont été retrouvées. Les CAR de 3ème 
génération contiennent des domaines de signalisation intracellulaires de 2 molécules 
de co-stimulation différentes. Ceux de 4ème génération peuvent activer le facteur de 
transcription en aval NFAT capable d’induire la production de cytokines (IL-12, l'IL- 15 
et l'IL-7) qui augmentent considérablement l'expansion des LT. La 5ème génération de 
CAR utilise l'édition de gènes pour inactiver l’expression du CMH et du gène TRAC 
entraînant l'élimination des chaînes D et E du TCR endogène. Cette approche permet 
d’utiliser des LT provenant de donneurs sains allogéniques tout en évitant la maladie 
du greffon contre l'hôte. De plus, elle peut être utilisée pour le traitement de plusieurs 
patients à partir d’un même individu647. L’évolution des différentes générations 
concerne également la méthode de transduction utilisée (lentivirus ou retrovirus) et le 
mode de transfusion des LT (intraveineuse, péritonéale ou intratumorale). 
L’efficacité clinique la plus prometteuse est retrouvée avec l’utilisation de CAR 
spécifiques de l’Ag CD19. Lors d’essais cliniques basés sur les CAR de 2ème 
génération spécifiques de CD19, le tisagenlecleucel (Kymriah, CTL019) a été efficace 
chez 52 des 63 patients inclus et ¾ des patients n'ont pas rechuté après 6 mois648. 
D’autre part, l'axicabtagene ciloleucel (Yescarta, KET-C10) a montré des bénéfices 
cliniques chez 82% des patients dont plus de la moitié étaient en rémission 
complète649. En 2017, la FDA a approuvé ces deux thérapies qui ont montré des 
avantages à long terme pour le traitement de tumeurs hématologiques650,651. Kymriah 
est administré dans le cas de leucémie aigüe lymphoïde chez les patients jeunes (< 
25 ans) en rechute ou réfractaires aux traitements standards. Yescarta est utilisé pour 
le traitement des adultes atteints d'un lymphome diffus à grandes cellules B récidivant 
ou réfractaire. Les principales cibles des CAR testés actuellement en clinique dans les 
tumeurs hématologiques sont CD19, CD22, CD20, BCMA et Glypican-P3 (GPC3)644. 
Les CAR ont également été testés dans le traitement des tumeurs solides mais 
présentent une efficacité nettement inférieure notamment à cause du TME 
immunosuppressif et de la difficulté d’identifier des Ag tumoraux spécifiques 
membranaires.  
L’utilisation des CAR dans certains types de leucémies et lymphomes a prouvé leur 
puissante activité thérapeutique. Cependant, leur efficacité est limitée à peu de 
tumeurs hématologiques et de nombreuses toxicités sont observées. Parmi elles, une 
oncogenèse par insertion de la séquence codant le CAR dans le génome de la cellule, 
des allergies, un syndrome de libération de cytokines, des toxicités neurologiques et 
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la perte des LB normaux. Actuellement, les stratégies de développement des CAR 
évoluent afin d’augmenter les types tumoraux répondeurs, l’efficacité de ce traitement 
et de diminuer les toxicités associées652. 
4. Inhibiteurs des points de contrôle immunitaire 
Dans le but de restaurer les fonctions effectrices des LT chez les patients atteints de 
cancer, des AcM antagonistes des PCI ou de leurs ligands ont été développés. Des 
études précliniques ont montré une nette diminution de la croissance tumorale et une 
amélioration de la survie avec le blocage des RI, ce qui a justifié leur utilisation dans 
plusieurs essais cliniques. Les inhibiteurs de CTLA-4, PD-1 et PD-L1 sont maintenant 
approuvés pour le traitement de plusieurs tumeurs malignes. Le succès de ces 
inhibiteurs et par conséquent, l’expansion des recherches basées sur leur efficacité et 
mécanisme d’action, ont conduit à une des plus importante avancée dans l’histoire du 
traitement du cancer. Alors que les patients atteints mélanome et de cancer du 
poumon en retirent des bénéfices cliniques, d’autres types tumoraux comme le cancer 
du col de l’utérus ou de l’ovaire sont plus réfractaires à ce traitement. De nouveaux 
AcM thérapeutiques ciblant d’autres PCI, tels que TIGIT, TIM-3 et LAG-3 sont 
actuellement en développement. Dans cette partie, nous nous concentrerons 
particulièrement sur l’inhibition de l’axe PD-1/PD-L1. 
4.1 Développement clinique et mécanismes d’action des 
anticorps bloquant CTLA-4 et PD-1 
 
Parmi les RI des LT, les plus étudiés sont CTLA-4 et PD-1. L’augmentation significative 
de leur expression par les LT dans la tumeur fourni un rationnel pour l’effet du blocage 
de ces PCI sur l’augmentation des réponses anti-tumorales effectrices. En effet, leur 
blocage a démontré une efficacité spectaculaire dans des modèles animaux et dans 
plusieurs essais cliniques, ce qui a mené à la mise sur le marché de nombreuses 
molécules dans différentes tumeurs malignes. Plusieurs mécanismes d’action 
participant à l’efficacité de l’inhibition de ces PCI ont été décrits. L'importance de cette 
immunothérapie a été reconnue par le prix Nobel de physiologie ou de médecine 2018 
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Modèles précliniques et essais cliniques  
CTLA-4 a été le premier RI ciblé in vivo dans un modèle murin. En 1996, J. Allison et 
ses collaborateurs ont démontré le succès du blocage de CTLA-4 dans la restauration 
de l’activité anti-tumorale des LT, amenant à l’éradication des tumeurs653. Quelques 
années plus tard, l’axe PD-1/PD-L1 est à son tour ciblé et prouve également son 
efficacité dans le contrôle de la progression tumorale chez la souris654. En 2010, l'AcM 
bloquant CTLA-4 (ipilimumab) a été administré chez des patients atteints de 
mélanome avancé dans deux essais randomisés de phase III655,656. Bien que les taux 
de réponse soient modestes (10 à 15 %), un avantage significatif en termes de survie 
a été observé. Dans le premier essai clinique de phase I avec un AcM anti-PD1, des 
régressions tumorales ont été observées dans quatre des cinq histologies examinées 
(côlon, rein, poumon et mélanome) qui étaient également associées à une 
augmentation significative de l'infiltration des LT dans les tumeurs métastatiques657. 
Dans des études cliniques complémentaires, utilisant soit l'AcM anti-PD1658 soit l'AcM 
anti-PD-L1659, des réponses cliniques objectives ont été observées chez un grand 
nombre de patients, en particulier ceux atteints de mélanome, carcinome rénal ou 
cancer du poumon. Une étude montre que la présence de LT CD8 intra-tumoraux est 
associée à l'expression de PD-1 et PD-L1 dans la tumeur et peut prédire la réponse 
au traitement anti-PD-1 (pembrolizumab) de 46 patients atteints de mélanome 
métastatique341. De plus, le blocage de PD-1 montre une meilleure efficacité et des 
effets indésirables moins importants que lors du blocage de CTLA-4660. En 2015, des 
études de phase III dans le mélanome métastatique661 et le cancer du poumon662 ont 
démontré une amélioration significative de la survie globale et de la survie sans 
progression chez les patients traités avec l’Ac anti-PD-1 (nivolumab) en comparaison 
avec une chimiothérapie. Des essais plus récents dans le cancer du poumon montrent 
que le nivolumab en traitement néoadjuvant a été associé à peu d'effets secondaires, 
a induit une réponse clinique majeure dans 45% des tumeurs réséquées et l’expansion 
de LT spécifiques de néoAg détectables dans le sang périphérique663. Le blocage de 
la voie PD-1/PD-L1 a conduit à des réponses cliniques durables chez des patients 
atteints d'un large spectre de cancers solides et hématologiques avec un profil de 
toxicité acceptable664. Ces résultats soulignent le rôle de l'immunosuppression comme 
un des principaux obstacles à l’éradication de la tumeur par la réponse immunitaire.  
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Autorisations de mise sur le marché 
Le nombre de types histologiques tumoraux pour lesquels les inhibiteurs de PCI sont 
approuvés est aujourd’hui en pleine expansion665. Depuis l'approbation de l'ipilimumab 
par la FDA en 2011 pour le mélanome métastatique, six autres Ac bloquants ont été 
approuvés pour le traitement du cancer, tels que : les inhibiteurs de PD-1 nivolumab, 
pembrolizumab, cemiplimab et les inhibiteurs de PD-L1 atézolizumab, avelumab et 
durvalumab. La chronologie depuis la première administration chez l’Homme jusqu’à 
l’autorisation de mise sur le marché (approuvée aux Etats-Unis par la FDA) de chaque 
inhibiteur dans plusieurs types tumoraux est résumée dans la Figure 32. Depuis la 
publication de ces données en 2018, ces inhibiteurs ont également été approuvés 
dans de nouvelles indications666. De plus, le cemiplimab a été approuvé en 2018 pour 
le traitement du carcinome épidermoïde cutané métastatique localement avancé 
lorsque les patients n’ont pas une indication de chirurgie curative ou de 
radiothérapie667. Ces inhibiteurs ont également été approuvés en France mais dans 





Figure 32 : Chronologie du développement clinique des inhibiteurs de PCI, depuis la 
première administration chez l’Homme jusqu’à l’approbation par la FDA de chaque 








Les mécanismes d’action des inhibiteurs de PCI ne sont pas encore totalement bien 
compris. D'après la chronologie d’expression de CTLA-4 et PD-1, on pense que le 
blocage de CTLA-4 agit principalement aux sites d'amorçage alors que le blocage des 
PD-1 agirait pendant la phase effectrice, dans les tissus périphériques enflammés, tel 
que la tumeur. Cependant, leurs mécanismes d'action ne se limitent pas à ces seuls 
sites, ils sont très complexes. 
AcM anti-CTLA-4. Ils permettent principalement de restaurer la liaison de la molécule 
de co-stimulation CD28 avec les ligands CD80/86 des CPA669. Ceci entraine des 
modifications des gènes associés à la prolifération et au cycle cellulaire des LT et une 
réponse anti-tumorale. D’autre part, dans des modèles in vivo670 et ex vivo671, il a été 
démontré que les Ac bloquants CTLA-4 peuvent inhiber ou dépléter les Treg au site 
de la tumeur par le phénomène d’ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante d’Ac). De 
plus, les anti-CTLA-4 pourraient réduire la trans-endocytose des molécules CD80/86, 
engagée par le CTLA-4 exprimé sur les Treg672. Le blocage de CTLA-4 peut également 
contribuer à un remodelage et un élargissement du répertoire TCR673. En effet, il peut 
laisser agir des Ag à faible intensité de signal qui est normalement insuffisante pour 
générer une réponse efficace des LT. Comme l’interaction CTLA-4/CD80 entraine 
l’expression d’IDO par les CPA, il est supposé que l’inhibition de CTLA-4 bloque ce 
phénomène674. Un autre mécanisme d’action potentiel de l’ipilimumab implique 
l'induction de l'expression d'ICOS sur les TILs675. En effet, il induit l’expansion d’une 
population de LT CD4 PD-1+ICOS+T-bet+ qui semble correspondre aux Tfh676. De plus, 
il a été montré dans un modèle murin, que le blocage de CTLA-4 entraîne une 
expansion de LT CD8 spécifiques des néoAg dans le microenvironnement de la 
tumeur, mais pas dans les LN677. 
AcM anti-PD-1. Bien que le blocage de PD-1 soit généralement connu pour renforcer 
l'activité effectrice des LT, il pourrait aussi restaurer l'activité des cellules NK et 
accroître la production d'Ac, soit indirectement, soit par des effets directs sur les LB 
PD1+, comme décrit dans des infections virales chroniques 678. Il a été montré que la 
liaison PD-1/PD-L1 empêche les LT d’entrer dans la tumeur. Le blocage de l’interaction 
PD-1/PD-L1 permettrait la prolifération et l'infiltration des LT au site tumoral668. Des 
découvertes récentes démontrent que la co-stimulation par CD28 est nécessaire pour 
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répondre au blocage de PD-1487. Cela relève la possibilité que le blocage de PD-1 
n'agisse pas seulement dans la tumeur mais aussi dans les sites d'amorçage. Alors 
qu’il entraîne principalement l'expansion des LT CD8, les LT CD4 sont nécessaires 
pour des réponses efficaces aux anti-PD-1679. De plus, le blocage de l'axe de 
signalisation de PD-1 est capable d'inverser la reprogrammation métabolique des LT, 
préalablement associée à l’expression de PD-1680. 
AcM anti-PD-L1. Ils bloquent les interactions PD-1/PD-L1 et conserve les interactions 
PD-1/PD-L2. Ceci permet d’induire une toxicité moindre par rapport au blocage de PD-
1, puisque la tolérance du soi médiée par les interactions PD-1/PD-L2 est préservée681. 
De plus, comme PD-L1 est connu pour lier CD80 à la surface des LT et des DC afin 
de délivrer un signal négatif, l'inhibition de PD-L1 pourrait empêcher cette régulation 
négative682. Il a récemment été démontré que PD-L1 inhibe l'apoptose des cellules 
tumorales médiée par l'interféron et STAT3683. Les Ac ciblant PD-L1 pourraient alors 
lever cette inhibition. Le blocage de PD-L1 peut également tirer une partie de son 
efficacité de l'ADCC. En effet, il a récemment été démontré dans des modèles murins 
que la liaison au récepteur FcR est importante pour l'efficacité de la régression 
tumorale induite par les AcM anti-PD-L1, mais pas par les AcM anti-PD-1684.  
Combinaison anti-CTLA-4 et anti-PD-1  
En 2009, le premier patient a été traité par la combinaison de l'ipilimumab et du 
nivolumab. Ce traitement a été conçu sur la base des rôles inhibiteurs non 
redondants des deux voies, après que des études précliniques aient montré des 
signes de synergie dans des modèles murins685. Plus récemment, en utilisant la 
cytométrie de masse (CyTOF), le laboratoire de J. Allison a montré que le blocage de 
CTLA-4 et PD-1 utilisent des mécanismes distinct et ciblent des sous-populations 
différentes de LT épuisés676. Le double blocage a conduit à des changements non 
chevauchants dans l'expression des gènes. L'essai clinique de phase I a été mené 
chez des patients atteints de mélanome métastatique et a montré un taux de 
réponses objectives de plus de 50 %685. Il est important de noter que les toxicités de 
haut grade étaient plus élevées par rapport aux essais de monothérapie. Les études 
de phase II et III ont confirmé un taux de réponse d'environ 60%. En 2015, la 
combinaison ipilimumab/nivolumab reçoit l’approbation par la FDA pour le traitement 
du mélanome métastatique. L'analyse la plus récente a montré que les patients 
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recevant cette combinaison avaient une survie à 3 ans plus élevée que les patients 
recevant le nivolumab seul, mais avec une fréquence de toxicité plus élevée686. Les 
essais en cours examinent un schéma de dosage adaptatif avec une évaluation 
précoce de la réponse afin de réduire la toxicité. 
4.2 Inhibition de l’axe PD-1/PD-L1 en clinique 
 
Biomarqueurs 
La plupart des données suggèrent qu’une réponse anti-tumorale T préexistante est 
nécessaire à la réponse clinique au traitement par Ac anti-PD-1/PD-L1679. L'expression 
de PD-L1 au site tumoral a d’abord été associée à une réponse anti-tumorale 
préexistante, faisant de PD-L1 un biomarqueur intéressant de prédiction de la réponse. 
Cependant, certains patients qui ne présentaient pas de PD-L1 intra-tumoral 
répondaient au traitement. A l’inverse, des tumeurs positives pour PD-L1 ne sont pas 
forcément infiltrées par des LT339. Ces données montrent la nécessité d’identifier de 
nouveaux biomarqueurs. D'autres marqueurs ont été investigués, ils comprennent, 
l’expression de récepteurs, l’activation ou la suppression de certaines voies de 
signalisation, le nombre et la clonalité des LT, mais aucun n’a été strictement identifié 
comme prédictif de la réponse687. De plus, la charge mutationnelle et l’expression de 
néoAg ont été corrélés à l'efficacité́ clinique chez les patients atteints de cancer du 
poumon traités avec des anti-PD-1629.  
 
Réponses cliniques  
Les taux de réponses cliniques du blocage de l’axe PD-1/PD-L1 sont élevés (de 50 à 
90%) dans le lymphome de Hodgkin, qui exprime de manière constitutive PD-L1 ; le 
carcinome cutané à cellules de Merkel ; les cancers à instabilité des microsatellites, 
qui ont une charge de mutations élevée ; et le mélanome desmoplastique, un sous-
type rare de mélanome qui a une charge de mutations induites par les rayons UV très 
élevée668. Les autres types de mélanomes présentent des taux de réponse 
relativement élevés (de 35 à 40 %). Les cancers associés aux effets carcinogènes du 
tabagisme, tels que le cancer du poumon et les cancers des VADS ainsi que les 
cancers gastro-œsophagien, de la vessie et urothéliaux ont des taux de réponse de 
15 à 25 %. La plupart des patients qui ont des réponses objectives maintiennent un 
contrôle durable de la maladie, en revanche, un tiers des patients rechutent. 





Le blocage de la voie PD-1/PD-L1 peut provoquer une activité immunitaire indésirable 
ou des réponses auto-immunes. Même si plusieurs épisodes toxiques appelés irAE 
(immune-related Adverse Events) sont observés, cette immunothérapie présente un 
profil de toxicité relativement favorable660,688. Très peu de patients (~5 %) interrompent 
le traitement en raison des toxicités. Les effets indésirables liés au traitement les plus 
fréquents sont la fatigue, les troubles gastro-intestinaux, les éruptions cutanées et le 
prurit qui apparaissent chez 15 à 20 % des patients661,689. Chez un plus faible taux de 
patients, les toxicités sont plus graves et comprennent plusieurs endocrinopathies, 
entraînant un dysfonctionnement irréversible, comme les troubles thyroïdiens, de 
l'hypophyse, des glandes surrénales et le diabète de type 1. Généralement, le 




Les tumeurs qui évoluent pour échapper au SI rendent le blocage des PCI 
inefficace691. En effet, l’immunoediting du cancer est responsable d’une résistance 
primaire au blocage de PD-1 ou conduit à une résistance acquise qui se développe 
pendant le traitement des tumeurs qui ont au préalable présenté une réponse initiale. 
Cette résistance peut survenir à différentes étapes du cycle de l’immunité du cancer692. 
Les cellules et molécules immunosuppressives du TME, décrites précédemment, 
participent également à la résistance du blocage de l’axe PD-1/PD-L1. 
Résistance primaire. Elle peut être induite par l'expression constitutive de PD-L1 due 
à des oncogènes693. Par exemple, des études ont mis en évidence une corrélation 
entre la perte de PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) dans les cellules 
cancéreuses et l’augmentation de l’expression de PD-L1692. PTEN est un suppresseur 
de tumeur qui régule négativement la voie PI3K/AKT responsable de la prolifération et 
de la survie694. L'expression d’une signature de gènes associés à la résistance 
primaire aux anti-PD-1 (IPRES) a récemment été identifiée695. Des analyses 
transcriptomiques de biopsies de patients atteints de mélanome, qui ne répondent pas 
à une immunothérapie anti-PD-1, montrent un enrichissement de gènes associés à la 
voie Wnt, à la transition mésenchymateuse, à la cicatrisation et à l'angiogenèse. Ceci 
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a été observé non seulement dans le mélanome métastatique mais aussi dans d'autres 
types de cancers. Des études récentes ont mis en évidence le rôle du microbiome 
intestinal dans la réponse des patients à l'immunothérapie. Le séquençage du 
microbiome oral et intestinal des patients atteints de mélanome métastatique a révélé 
une corrélation entre la diversité du microbiome intestinal et la réponse à la 
monothérapie anti-PD-1696.  
Résistance acquise. Elle peut être induite par les cellules tumorales qui modifient leur 
expression génique afin d’échapper à la réponse immunitaires. Par exemple, 
l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales peut être induite, par l’intermédiaire 
du facteur IRF1, qui se lie à son promoteur, en réponse à l'IFN-J sécrété par les LT 
activés697. D’autre part, il a été montré dans le cancer de l’ovaire métastatique que le 
blocage de PD-1 induit l’expression d’autres PCI, limitant son efficacité698. Dans une 
autre étude, une augmentation de l’expression de TIM-3 a été observée chez des 
patients qui ont développé́ une résistance acquise à l'immunothérapie anti-PD-1. De 
plus, le blocage de TIM-3 chez la souris a entrainé une amélioration de la survie, une 
augmentation de la production d'IFN-J et de la prolifération des LT CD8699. De manière 
intéressante, une étude a mis en évidence que le blocage du TNF-D prévient 
l'expression de PD-L1 et TIM-3 ainsi que l'AICD dans les TIL CD8, surmontant ainsi la 
résistance à l'anti-PD-1 dans le mélanome700. Les tumeurs peuvent également 
acquérir des mutations dans les gènes codant pour les récepteurs de l’IFN-J ou les 
molécules impliquées dans la signalisation par ces récepteurs et deviennent ainsi 
résistantes aux effets de l’IFN-J701. Ce mécanisme a également été décrit dans le cas 
de résistance primaire à l’immunothérapie702. 
4.3 Efficacité clinique de l’inhibition de l’axe PD-1/PD-L1 dans 
les cancers de l’ovaire, du col de l’utérus et des VADS 
 
Cancer de l’ovaire 
L'importance du SI dans le cancer de l'ovaire a été démontrée par l’association entre 
la présence de TIL et un pronostic favorable346. Cependant, les cellules cancéreuses 
de l'ovaire ont une expression accrue de PD-L1. Différentes approches 
d'immunothérapie sont en cours de développement dans ce type tumoral, notamment 
le blocage des PCI703. Des essais cliniques de blocage de l’axe PD-1/PD-L1 en 
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monothérapie dans de petites cohortes de patientes atteintes de cancer de l’ovaire ont 
démontré un faible taux de réponse objective (<15%)704. Néanmoins, un essai de 
phase Ib (keynote-028) chez 26 patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire avancé PD-
L1+ montre que le pembrolizumab confère une activité anti-tumorale durable, avec une 
tolérabilité et une toxicité gérables705.  
À ce jour, aucun biomarqueur prédictif n'a été identifié dans ces études. Un essai 
clinique récent de phase II (keynote-100), a examiné l'activité anti-tumorale et 
l'efficacité du pembrolizumab en monothérapie dans une large population de patientes 
atteintes d'un cancer de l’ovaire avancé706. Dans cette étude, le pembrolizumab a 
montré une activité modeste. Cependant, une expression élevée de PD-L1 était 
corrélée à une meilleure réponse au traitement. En conclusion, le cancer de l’ovaire 
semble résistant au blocage des PCI, une analyse approfondie des mécanismes 
impliqués est nécessaire. 
 
Cancer du col de l’utérus 
Étant donné la présence d'Ag tumoraux d’origine virale dans le cancer du col de 
l'utérus, il est suggéré comme fortement immunogène. L'évaluation de l'inhibition des 
PCI comme stratégie thérapeutique dans ce contexte a suscité un grand intérêt. De 
plus, l'expression de PD-L1 est fortement augmentée dans les tissus tumoraux du col 
de l’utérus par rapport aux tissus sains707. Un essai de phase II chez 92 patientes 
atteintes d'un cancer du col de l'utérus avancé qui reçoivent du pembrolizumab en 
monothérapie, a démontré une activité anti-tumorale durable et une toxicité gérable 
avec un taux de réponse global de 14%708. Les résultats de cet essai ont permis, en 
2018 aux Etats-Unis, l’autorisation de mise sur le marché du pembrolizumab dans le 
cancer du col de l’utérus PD-L1+ récidivant ou métastatique qui progresse après 
chimiothérapie. En France, l’AMM n’a pas encore été délivrée dans cette indication 
mais les inhibiteurs de PD-1/PD-L1 peuvent être administrés dans le cadre d’essais 
cliniques. 
 
Cancer des VADS 
En 2016, le nivolumab et le pembrolizumab ont été approuvés par la FDA pour le 
traitement des patients atteints d'un carcinome épidermoïde des VADS récidivant ou 
métastatique, qui ont progressé après un traitement standard à base de sels de platine. 
En effet, le nivolumab a montré un bénéfice en terme de survie globale dans un essai 
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de phase III (CheckMate-141)709 [42] et le pembrolizumab était associé à une 
augmentation du taux (16%) et de la durée des réponses cliniques (Keynote-012)710. 
En 2019, la FDA a approuvé le pembrolizumab en tant que traitement de première 
intention pour les patients atteints d'un cancer des VADS métastatique ou non 
résécable récidivant, en monothérapie ou en association avec la chimiothérapie à base 
de platine et de fluorouracile, chez les patients dont la tumeur exprime PD-L1. Ceci 
était basé sur l'augmentation de la survie globale observée dans l’essai Keynote-
048711. Pour les mêmes indications, l’agence européenne des médicaments (EMA) en 
2017 et la France en 2018, ont approuvé le nivolumab en 2ème ligne et l’AMM a été 
obtenue pour le pembrolizumab en 2020 comme traitement de première intention. 
Comme décrit précédemment, le cancer des VADS induit par le virus HPV est de bon 
pronostic. De plus, il a été montré que les taux de réponse, après l’administration de 
pembrolizumab, étaient plus élevés chez les patients HPV+ que chez les patients HPV-
, avec respectivement un taux de réponse de 32 % et 14 %,  quel que soit leur statut 
PD-L1 (KEYNOTE-012)712. En outre, l'essai de phase II HAWK a examiné l'efficacité 
du durvalumab seul par rapport à la chimiothérapie, les patients HPV+ ont présenté un 
taux de réponse de 30%, contre 10,8% chez ceux qui étaient HPV-713. 
Les cancers des VADS ont des taux de réponse corrects aux blocages des PCI, qui 
prennent une place de plus en plus importante dans la prise en charge des patients714. 
Même si l’efficacité est nettement supérieure chez les patients HPV+, ce critère n’est 
pas encore pris en compte dans le choix du traitement. Cependant, les irAE propres 
aux patients atteints de cancer des VADS doivent encore être identifiés et mieux gérés 
afin d'équilibrer la toxicité immunitaire avec l'efficacité anti-tumorale. 
 
5 Combinaisons impliquant les inhibiteurs de PCI 
 
Malgré le grand succès du blocage des PCI, tous les patients ne répondent pas à ces 
traitements et chez les répondeurs, des effets secondaires, qui peuvent être sévères, 
et des rechutes sont observés. C’est pourquoi, il est nécessaire d’améliorer l’efficacité 
de ces traitements et de surmonter les résistances. Une des stratégies est la 
combinaison de différents agents thérapeutiques. Actuellement, le développement 
clinique des agents ciblant PD-1/PD-L1 est à l'épicentre du développement des 
médicaments en onco-immunologie715. En effet, la manière dont le blocage des PCI 
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interagit mécanistiquement avec les thérapies conventionnelles et d'autres 
immunothérapies est un sujet d'une pertinence évidente et fait l’objet d'une recherche 
active. Bien que seulement deux combinaisons thérapeutiques ont été approuvées par 
la FDA (nivolumab avec ipilimumab et pembrolizumab avec chimiothérapie), le nombre 
d'essais cliniques testant les combinaisons avec les inhibiteurs de PD-1/PD-L1 a plus 
que triplé au cours des trois dernières années, il est passé de 857 en 2017 à 2 900 en 











Figure 33: Essais cliniques évaluant le blocage de l’axe PD-1/PD-L1 en combinaison 
avec d’autres cibles thérapeutiques en 2020. Les cibles similaires sont regroupées et 
les nombres des essais en cours sont indiqués (Cancer research institute et 
clinicaltrials.gov, 2020). 
5.1 Plusieurs anticorps ciblant les PCI 
 
Parmi les essais de combinaison, CTLA-4 est une des cibles la plus courante en 
combinaison avec le blocage de PD1/PDL1. En 2020, 451 essais cliniques sont en 
cours dans plusieurs indications. TIGIT et PD-1 sont co-exprimés par des LT CD8 
spécifiques de NY-ESO-1 infiltrant le mélanome491, ce qui est en adéquation avec les 
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résultats précliniques obtenus par un double blocage de ces PCI qui améliore les 
fonctions effectrices des LT CD8 et le rejet de la tumeur492. En clinique, TIGIT est 
actuellement ciblé dans plusieurs essais en combinaison avec des anti-PD-1/PD-L1, 
anti-CTLA-4 et anti-LAG3490. Les AcM bloquants anti-LAG-3 sont en cours d'essais 
cliniques pour divers cancers, soit en monothérapie, soit en combinaison, 
principalement avec les AcM bloquants anti-PD-1 ou anti-PD-L1521. Le blocage de 
TIM3 est actuellement testé dans de nombreux essais de phase I/II en combinaison 
avec des anti-PD-1 dans plusieurs types de cancers508. Les premières données ont 
montré que cette combinaison est largement bien tolérée et qu’elle permet une 
réponse clinique chez les patients atteints de cancer du poumon qui avaient progressé 
lors d’un traitement anti-PD-1 antérieur. Grâce à l'identification de nouvelles cibles 
immunitaires comme les PCI ; TIGIT, BTLA, VISTA, TIM-3, LAG3 et CD47 et les 
molécules co-stimulatrices telles que CD137, OX-40 et GITR, le potentiel de 
l'immunothérapie dans le traitement du cancer s'élargit. Cependant, une 
compréhension plus approfondie des rôles biologiques fondamentaux de ces 
molécules est essentielle pour le développement rationnel de nouvelles thérapies de 
blocage des PCI.  
5.2 Combinaison avec les traitements standards 
Afin d'améliorer l'efficacité du blocage des PCI, des combinaisons avec la 
chimiothérapie, la radiothérapie ou les thérapies ciblées ont été envisagées 
puisqu'elles stimulent le SI en induisant une libération d'Ag et fournissent des signaux 
de danger. Les combinaisons impliquant les chimiothérapies telles que, paclitaxel, 
dacarbazine, carboplatin/paclitaxel et carboplatin/gemcitabine, ont une place 
importante dans les essais avec les anti-PD-1 et anti-CTLA-4. Les premiers résultats 
encouragent l’optimisation des modèles précliniques représentatifs, des combinaisons 
de médicaments et des profils de concentration et de chronologie d’administration716. 
Les combinaisons avec les thérapies ciblées impliquent les inhibiteurs de BRAF et 
MEK, EGFR, PARP, mTOR. De plus, les agents anti-angiogéniques ciblant le VEGF 
ou son récepteur, qui normalisent les vaisseaux intra-tumoraux, sont largement 
représentés dans les essais de combinaison avec les anti-PD-1/PD-L1. Une étude 
avec un AcM anti-PD-1 a amélioré le contrôle de la tumeur obtenu avec un AcM anti-
VEGF dans différents modèles de cancer717. Cependant, les effets indésirables sont 
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souvent sévères lors des combinaisons des anti-PCI avec la chimiothérapie ou les 
thérapies ciblées.  
Le blocage des PCI combiné à la radiothérapie hypofractionnée ou stéréotaxique est 
une combinaison thérapeutique prometteuse. Il a été démontré que la radiothérapie et 
le blocage de l'axe PD-1/PD-L1 ont des effets additifs par des mécanismes non 
redondants718. En particulier, des réponses appelées abscopales, qui entraînent une 
réduction de la tumeur ciblée par la radiothérapie, mais également une réduction des 
tumeurs non traitées présentes à d’autres sites, ont été observées à la suite d'une 
irradiation et d'un blocage du CTLA-4, mettant en évidence une efficacité 
synergique719. Concernant les mécanismes d’action des réponses abscopales, une 
étude a montré que l'activation des LT anti-tumoraux favorisée par la radiothérapie et 
dépendante des interférons de type I720, est essentielle pour obtenir des réponses 
abscopales dans les modèles murins721. Une étude chez des patients atteints de 
cancer du poumon métastatique, qui est chimiorésistant et ne montre pas de réponse 
significative au blocage du CTLA-4, montre que la combinaison de la radiothérapie et 
des anti-CTLA-4 a induit des réponses objectives chez 18 % des patients et 31 % ont 
montré un contrôle de la maladie722. L'augmentation du taux d'interférons de type I 
après irradiation et les changements dynamiques des clones de LT circulants sont 
associés aux réponses cliniques les plus fortes, confirmant les données mécanistiques 
précliniques. L'analyse fonctionnelle chez un patient répondeur a montré l'expansion 
rapide in vivo des LT CD8 reconnaissant un néoAg codé par un gène régulé à la 
hausse par les radiations, soutenant l'hypothèse qu'une explication de la réponse 
abscopale est l'exposition du SI à des mutations immunogènes induites par les 
radiations. En effet, des données précliniques montrent que la radiothérapie peut 
convertir la tumeur irradiée en un site d'amorçage des LT spécifiques de la tumeur, 
c'est-à-dire mimer un vaccin in situ723. Il est proposé que la modulation antigénique 
des cellules tumorales associée à l’inflammation du TME sont responsables de la 
synergie entre la radiothérapie et l'immunothérapie724. La présence de mutations 
immunogènes dans les gènes qui sont régulés à la hausse par les radiations pourrait 
prédire quels patients peuvent bénéficier d'un traitement combinant radiothérapie et 
blocage des PCI.  
La combinaison avec les agents modifiant l’épigénétique, comme les Inhibiteurs des 
histones déacetylases (HDAC) ou les agents hypométhylants, a pour but d’augmenter 
l’infiltration des LT dans la tumeur et la signalisation de l’IFN-J. Les combinaisons 
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d’inhibiteurs de HDAC et d’anti-PD-1 ont des effets prometteurs dans des modèles 
précliniques725. 
5.3 Combinaison avec d’autres immunothérapies 
Des études suggèrent qu'une régression tumorale complète peut être obtenue après 
un traitement combiné entre le transfert adoptif de LT et le blocage des PCI726. 
Cependant, son utilisation est difficilement envisageable en raison des difficultés 
techniques et des coûts élevés. Les données cliniques indiquent également que la 
combinaison avec des vaccins anti-cancer est efficace. Un essai clinique récent 
administrant un vaccin ARN, montre des réponses objectives durables chez les 
patients atteints d'un mélanome non résécable ayant subi un traitement par un 
inhibiteur de PCI727. Les réponses cliniques s'accompagnent de l'induction d'une forte 
réponse immune des LT CD4 et CD8 spécifiques des Ag du vaccin. Plusieurs essais 
actuels testent la combinaison du blocage PD-1/PD-L1 avec des agents stimulant le 
SI tels que, les AcM anti-OX-40, anti-CD137, anti-CD40, anti-ICOS, anti-KIR 
(activation des NK), anti-CD25, anti-TNF, les virus oncolytiques et les agonistes de 
TLR728. D’autre part, il a été montré que l'inhibition des populations myéloïdes 
immunosuppressives, par altération de la voie PI3K, en combinaison avec le blocage 
des PCI permet de surmonter la résistance à l’inhibition des PCI729. Parmi les 
nouveaux essais de combinaison, les inhibiteurs métaboliques tels que les Inhibiteurs 
d’IDO ou du récepteur à l’Ado ont été testés en clinique, ils ont pour but d’augmenter 






Les LT spécifiques des Ag tumoraux sont capables de contrôler efficacement la 
croissance tumorale chez les patients. Les LT CD4 soutiennent l’amorçage et la 
différentiation des LT CD8 qui ont une activité cytotoxique directe contre les cellules 
tumorales. En revanche, les tumeurs évoluent et mettent en place un 
microenvironnement immunosuppresseur qui leur est favorable au point d’échapper 
au SI. Les TIL retrouvés épuisés et dysfonctionnels, sont notamment caractérisés par 
l’expression de PCI, par exemple PD-1.  
L’immunothérapie, qui vise à réactiver l’immunité anti-tumorale, a représenté une des 
plus importantes avancées dans le domaine du traitement du cancer. La stratégie qui 
a suscité le plus d’intérêt est le blocage des PCI exprimés par les TIL. Les résultats 
cliniques fulgurants des AcM bloquant l’axe PD-1/PD-L1 soulignent le rôle de 
l’immunosuppression, engagée via les PCI, comme principal obstacle pour éradiquer 
la tumeur. Toutefois, d’autres mécanismes d’inhibition semblent impliqués puisque 
même chez les individus ayant des LT in situ, seulement une proportion des patients 
répondent à ce traitement. De plus, des mécanismes de résistance sont retrouvés chez 
les patients qui ont au préalable répondu au traitement.  
Chez les patients répondeurs à cette immunothérapie, la réponse est durable, la survie 
augmentée et la tolérabilité du traitement est acceptable. Afin d’améliorer l’efficacité 
de cette thérapie prometteuse, il est nécessaire d’investiguer les obstacles présents 
chez les patients non répondeurs, dans le but de les surmonter et cibler un plus large 
éventail d’individus. La compréhension des mécanismes de dysfonction des TIL et de 
l’efficacité des AcM dirigés contre les PCI est primordiale. 
Dans ce contexte, l’objectif de ma thèse était de répondre à deux questions : 
- Quels sont les mécanismes impliqués dans l’épuisement des TIL ?  
- Quels LT répondent au blocage des PCI ? 
Afin d’y répondre, j’ai étudié l’épuisement de plusieurs populations de LT infiltrant la 
tumeur et leur relation à la spécificité vis-à-vis de la tumeur et à la réponse au blocage 





Dans mon travail de thèse, je me suis intéressée aux LT qui infiltrent la tumeur de 
patients atteints de cancer de l’ovaire, du col de l’utérus et des VADS. Ces types 
histologiques tumoraux sont principalement résistants (col de l’utérus, ovaire) ou 
partiellement répondeurs (VADS) au blocage de l’axe PD-1/PD-L1 en clinique. 
 
Dans un premier temps, nous avons étudié les caractéristiques phénotypiques et 
fonctionnelles des TIL CD8. En utilisant différentes approches expérimentales, nous 
avons analysé l’expression des PCI et d’autres marqueurs d’inhibition au niveau 
transcriptionnel et protéique ainsi que l’activité effectrice et la spécificité des TIL CD8. 
Nous avons pu mettre en évidence une population de TIL CD8 épuisée qui exprime 
quatre PCI, des marqueurs d’inhibition et de résidence tissulaire et qui perdent 
l’expression de la molécule de co-stimulation CD28. Ces TIL CD8 épuisés ont 
néanmoins un fort potentiel cytotoxique, qu’ils n’exploitent pas dû à leur inhibition au 
site tumoral. De manière importante, cette population de TIL CD8 correspond aux LT 
spécifiques des Ag tumoraux. Nous avons analysé la capacité des LT CD8 spécifiques 
des Ag tumoraux circulants ou infiltrant la tumeur des patients à répondre aux AcM 
anti-PD-1. Nous avons montré que le blocage de l’axe PD-1/PD-L1 a une double action 
sur LT spécifiques de la tumeur. Il permet d’augmenter leur prolifération en périphérie 
et leur activité effectrice au site tumoral. Nous avons mis en évidence que les patients 
qui ont une infiltration élevée de ces TIL CD8 spécifiques des Ag tumoraux épuisés 
présentent une meilleure réponse à l’immunothérapie par AcM anti-PD-1/PD-L1 et une 
survie augmentée en comparaison aux patients qui ont une faible infiltration par cette 
population de leur tumeur.  
 
Dans un deuxième temps, Nous avons analysé le rôle des TIL CD4 auxiliaires au site 
tumoral. Les LT CD4 soutiennent l’activation et la différenciation des LT CD8 en 
collaboration avec les DC dans les LN, leur rôle au site tumoral est moins connu. Dans 
cette étude, Nous avons analysé le profil transciptomique, phénotypique et fonctionnel 
des LT CD4 infiltrant la tumeur des patients. Une sous-population de TIL CD4 exprime 
des marqueurs d’épuisement et sécrète peu de cytokines. Les LT CD4 spécifiques des 
Ag tumoraux sont présents dans la sous-population de TIL épuisés. Nous avons 
montré que le blocage de l’axe PD-1/PD-L1, spécifiquement dans la population de TIL
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 CD4, permet d’augmenter la maturation des DC et la prolifération des LT CD8 
spécifiques des Ag tumoraux qui s’en suit. 
 
Dans une troisième partie, nous nous sommes intéressés aux LTJG infiltrant la tumeur 
des patients. Les TILJG sont peu caractérisés et leur rôle dans le contrôle tumoral est 
controversé. Dans cette étude, Nous avons analysé le phénotype des TILJG et avons 
comparé leur profil d’épuisement à celui des TIL CD8 et CD4 dans les trois cohortes 
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Il est bien connu que les TIL CD8 sont dysfonctionnels, ce qui amène à l’échappement 
de la tumeur au SI. L’étude de l’épuisement des LT CD8 est largement restreinte aux 
modèles murins d’infection virale chronique ou de cancer. Chez l’homme, les 
recherches basées sur l’épuisement des TIL suscitent actuellement un grand intérêt. 
L’expression des PCI a d’abord été imaginée comme responsable de l’épuisement des 
LT dans la tumeur. Cependant, ces récepteurs sont aussi des marqueurs d’activation 
et leur blocage n’a pas une efficacité systématique en clinique. L’expression de ces 
PCI est une caractéristique des TIL épuisés et participe à leur inhibition. Cependant, 
les mécanismes exacts d’épuisement des LT chez les patients sont complexes et ne 
sont pas encore exactement bien décris.  
Le blocage des PCI peut être efficace pour réactiver l’immunité anti-tumorale, il a 
montré une efficacité clinique excellente dans plusieurs types de cancer. Cependant, 
une proportion importante de patients ne répond pas à ce traitement. Il est nécessaire 
d’identifier les mécanismes de résistance au traitement chez les patients non 
répondeurs. De plus, la compréhension des mécanismes d’action des AcM bloquant 
les PCI permettrait d’élaborer des stratégies thérapeutiques capables de réactiver les 
fonctions effectrices des LT CD8 et, in fine, de contrôler la croissance tumorale chez 
un plus grand nombre de patients.  
Le ligand de PD-1, PD-L1 est actuellement utilisé comme biomarqueur de réponse à 
l’inhibition des PCI, cependant il n’est pas toujours fiable. L’identification de nouveaux 
biomarqueurs plus spécifiques à la réponse à l’immunothérapie par blocage des PCI 
est nécessaire. 
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ABSTRACT
◥
Although understanding of T-cell exhaustion is widely based on
mouse models, its analysis in patients with cancer could provide
clues indicating tumor sensitivity to immune checkpoint blockade
(ICB). Data suggest a role for costimulatory pathways, particularly
CD28, in exhausted T-cell responsiveness to PD-1/PD-L1 blockade.
Here, we used single-cell transcriptomic, phenotypic, and function-
al approaches to dissect the relation between CD8þ T-cell exhaus-
tion, CD28 costimulation, and tumor specificity in head and neck,
cervical, and ovarian cancers. We found that memory tumor–
specific CD8þ T cells, but not bystander cells, sequentially express
immune checkpoints once they infiltrate tumors, leading, in situ, to
a functionally exhausted population. Exhausted T cells were none-
theless endowed with effector and tumor residency potential but
exhibited loss of the costimulatory receptor CD28 in comparison
with their circulating memory counterparts. Accordingly, PD-1
inhibition improved proliferation of circulating tumor–specific
CD8þ T cells and reversed functional exhaustion of specific T cells
at tumor sites. In agreement with their tumor specificity, high
infiltration of tumors by exhausted cells was predictive of
response to therapy and survival in ICB-treated patients with
head and neck cancer. Our results showed that PD-1 blockade–
mediated proliferation/reinvigoration of circulating memory
T cells and local reversion of exhaustion occur concurrently to
control tumors.
Introduction
CD8þ T cells targeting cancer antigens infiltrate tumors, and the
extent of the CD8þT-cell infiltrate correlates with better prognosis (1).
Nonetheless, expression of inhibitory immune checkpoints (IC), such
as PD-1, CTLA-4, TIGIT, and TIM-3, in tumor-infiltrating CD8þ
T cells contributes to their functional exhaustion (2, 3). Therapeutic
blockade of ICs is effective in the treatment of cancers of different
histologic types. However, even in responsive malignancies, not all
treated patients experience meaningful clinical responses (2). Under-
standing mechanisms of exhaustion and, consequently, those of
response to immune checkpoint blockade (ICB) is necessary for the
clinical development of next-generation immunotherapies and the
identification of biomarkers of response.
Through analysis of transcriptomic and epigenetic profiles in
murine models of chronic viral infection or cancer, a picture has
emerged whereby exhausted T cells could represent a CD8þ T-cell
lineage distinct from effector or memory cells (4–6). Tissue-resident
memory T (Trm) cells represent, likewise, a distinct lineage of cells
emerging during immune responses to infection (7–9). These cells
reside in tissues, are maintained regardless of antigen persistence, and
ensure protection upon local reencounter with infectious agents. In
patients with cancer, CD8þ T cells expressing Trmmarkers have been
identified (10, 11) and seem to overlap with exhausted T cells at tumor
sites. It remains unclear, however, whether these cells represent, as in
murine models of infection, CD8þ T-cell lineages or a functional state
acquired at tumor sites.
ICs can limit T-cell priming and expansion by interfering with
CD28-mediated costimulation and can control effector functions
through the impairment of T-cell receptor (TCR) complex signal-
ing (2, 12). PD-1 engagement leads to dephosphorylation of molecules
in the TCR complex signaling pathway (13, 14), and studies have
challenged this dogma and propose CD28 as the main target of
PD-1 (15–17). These findings may seem at odds with the distribution
of PD-1 ligands, in particular PD-L1 expressed at effector sites (18),
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andwith the correlation of PD-L1 expression at tumor sites to response
to PD-1/PD-L1 blockade (19). Precise assessment of PD-1 and CD28
expression in tumor-specific CD8þ T cells could contribute to the
clarification of the relative contribution of ICB-mediated PD-1 inhib-
itory signal relief on expansion and effector functions of tumor-specific
T cells.
Here, in ovarian, cervical, and head and neck cancers, three
epithelial malignancies exhibiting resistance to ICB, we characterized
exhaustion in tumor antigen–specific CD8þ T cells. We showed that
along with chronic stimulation of tumor-specific T cells, IC expression
was sequentially acquired, leading to a population expressing the four
checkpoints PD-1, TIGIT, CTLA-4, and TIM-3, which we called
quadruple-positive (QP). Incremental checkpoint expression was
accompanied by increased expression of Trm markers (8, 9), ectonu-
cleotidase CD39 (20), and transcription factor TOX (21), and QP cells
exhibited significant loss of CD28. QP cells were endowed with high
cytotoxic potential. Circulating cancer antigen–specific T cells had a
memory phenotype and expressed PD-1 andTIGIT only. At the tumor
site, specific CD8þ T cells acquired an exhausted Trm-like phenotype.
Circulating specific PD-1intCD28þ T cells responded to anti–PD-1 by
enhancing their proliferation in response to antigen stimulation,
and specific PD-1hiCD28þ/" tumor-infiltrating lymphocytes (TIL)
exhibited reversal of their functional exhaustion. QP cells were
predictive of response to therapy and overall survival (OS) in patients
with head and neck cancer treated by PD-1/PD-L1 blockade therapy.
Our results show that the combination of proliferation/reinvigoration
of circulating memory T cells that could replenish the tumor site
combined with reversal of exhaustion at the tumor site contributes to
PD-1/PD-L1 blockade–mediated tumor control.
Materials and Methods
Patient and healthy donor samples
Peripheral blood and tumor samples were collected from patients
with head and neck, ovarian, and cervical cancer at the time of surgery
for primary disease (54 patients) or for recurrence (1 patient) at the
Institut Universitaire du Cancer de Toulouse – Oncopole (IUCT-O,
Toulouse, France) in accordance to the Declaration of Helsinki, upon
approval by the institutional review board (n#DC-2016-2656) and
written informed consent. The study included: patients with stage
FIGO IB1–IIIB HPV 16þ and/or 18þ cervical cancer with squamous
and adenocarcinoma histology. Patients with stage FIGO IIIB–IVA
high-grade serous or clear cell (1 patient) ovarian cancer and locally
advanced, recurrent or metastatic head and neck squamous carcino-
ma. All patients had histologically documented tumors, were≥18 years
old at the time of study entry, were followed within a standard-of-care
procedure, and had an Eastern Cooperative Oncology Group perfor-
mance status of 0–2. Exclusion criteria included: known history of a
positive test for hepatitis B, hepatitis C, human immunodeficiency, or
hantaviruses; any condition contraindicated with blood sampling
procedures; pregnancy or breast feeding; and active, suspected, or
prior documented autoimmune disease or use of immunosuppressive
medication. Patients did not receive any therapy during the 3 months
prior to study entry. Blood samples from 14 healthy donors were
obtained from the Etablissement Français du Sang.
Plasma was harvested after heparinized whole-blood centrifugation
at room temperature. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated by density-gradient sedimentation using Ficoll-Hypaque
(Sigma-Aldrich). Tumor samples were rapidly transported to the
research facility on ice. On arrival, samples were rinsed with PBS
(Sigma-Aldrich), subsequently minced on ice to smaller pieces
(between 2–4 mm), and dissociated using C-Tubes (Miltenyi Biotec)
and the gentleMACS Octo Dissociator (Program MultiC01_01;
Miltenyi Biotec) in Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM,
Sigma-Aldrich). PBMCs and tumor single-cell suspensions were
cryopreserved in FBS (Gibco) containing 10% DMSO (Sigma-
Aldrich).
Pretreatment tumor biopsies used for IHC analyses were obtained
from a second cohort of patients with head and neck squamous cell
carcinoma receiving ICB therapy with PD-1/PD-L1–blocking agents
(nivolumab, n ¼ 21; pembrolizumab, n ¼ 1; durvalumab, n ¼ 7; and
avelumab, n ¼ 1) to treat locally advanced or metastatic disease.
Biopsies were either obtained up to 2 months prior to the first ICB
dosing (5 patients) or retrieved from archival samples (25 patients: <1
year, 8 patients; ≥1 year and <2 years, 9 patients; ≥2 years and <3 years,
4 patients; and ≥3 years and <5 years, 4 patients). Samples were
handled by the Biopathological Support Platform for Clinical Studies,
IUCT-O. Response to therapy was evaluated by iRECIST criteria.
Progressive disease (PD) was defined as the increase of >20% of
target lesions or appearance and increase in size of new lesions in at
least two CT scan evaluations performed at least 4 weeks apart. Partial
response (PR) was defined as a decrease of >30% in target lesions
and complete response (CR) as disappearance of target and non-
target lesions, both in at least two CT scans performed at least
4 weeks apart. Any response other than PD or PR/CR was con-
sidered as stable disease (SD).
Cell purification and phenotypic assessment
CD8þ T cells were enriched from PBMCs or tumor single-cell
suspensions by positive magnetic selection (CD8MicroBeads, human,
Miltenyi Biotec) using OctoMACS Separator and MS Columns
(Miltenyi Biotec). Cells (0.5 to 1 % 106 CD8þ T cells for PBMCs and
0.1 to 0.5% 106 CD8þT cells for TILs) were assessed phenotypically by
staining with mAbs specific for CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7,
PD-1, TIGIT, TIM-3, CD28, CD103, CD69, CD49a, and CD39, as
indicated, in PBS containing 5% FBS, for 15 minutes at 4#C. For
intracellular and intranuclear staining, cells were fixed and
permeabilized with fixation/permeabilization buffer for 45 minutes
at 4#C, and stained in permeabilization buffer for 45 minutes at 4#C
with mAbs specific for CTLA-4, granzyme B, perforin, TCF-1,
and TOX using the Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
(eBioscience). Antibodies used are listed in Supplementary Table S1.
Where indicated, CD8þ T cells were stained with HLA class I
dextramers containing NY-ESO-1 Peptides (Immudex) or pentamers
containing CMV or EBV Peptides (ProImmune) for 30 minutes at
room temperature prior to phenotypic assessment (see Supplementary
Table S2 for the complete listing of multimers). Cells were analyzed
using BD LSRFortessa X20, and data were analyzed using DIVA
Software (BD Biosciences) or the vi-SNE Algorithm (Cytobank, Inc.).
In vitro differentiation of naïve CD8þ T cells
Naïve CD8þ T cells were enriched from PBMCs either by magnetic
selection (Naïve CD8þ T Cell Isolation Kit, human, Miltenyi Biotec)
using QuadroMACS Separator and LS Columns (Miltenyi Biotec) or
by total CD8þ T-cell–positive magnetic selection (CD8 MicroBeads,
human, QuadroMACS Separator, LS Columns) followed by staining
with mAbs specific for CD8, CD45RA, CCR7, and CD28, and naïve
(CD45RAþCCR7þCD28þ) CD8þ T cells were sorted via FACS (BD
FACSAria Fusion). Antibodies are listed in Supplementary Table S1.
Cells were then labeled with CFSE (5 mmol/L; eBioscience), stimulated
with anti-CD3/28 beads (Miltenyi Biotec) at a bead-to-cell ratio of 1:1,
and maintained in culture in the presence of recombinant human (rh)
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IL2 (50 IU/mL; Miltenyi Biotec) and in the presence or absence of
TGFb (50 ng/mL; PeproTech) in IMDM (Sigma-Aldrich) supplemen-
ted with 1% penicillin–streptomycin Solution (Sigma-Aldrich), 1%
MEM Nonessential Amino Acids Solution (Invitrogen), L-Glutamine
(2 mmol/L, Invitrogen), and 10% human serum (Institut de Bio-
technologies Jacques Boy). On day 7, cells were stained with CD3-,
CD8-, CD45RA-, CCR7-, and CD28-specific mAbs (Supplementary
Table S1) and analyzed by flow cytometry, as described above. In some
experiments CD28" cells were sorted from day 7 TGFb cultures via
FACS (BD FACSMelody), restimulated with anti-CD3/28 beads
(bead-to-cell ratio of 1:1) in the presence of rhIL2 (50 IU/mL)
and in absence or presence of blocking PD-1 mAbs (10 mg/mL;
Bristol-Myers Squibb), and assessed 7 days later for CD28 expression
by flow cytometry.
Droplet-based single-cell RNA-sequencing and single-cell gene
expression analysis
Tumors, minced as detailed above, were transferred into digestion
medium (Tumor Dissociation Kit, human, Miltenyi Biotec) and
dissociated using C-tubes and gentleMACS Octo Dissociator (Pro-
gram h_TDK3, 37#C, Miltenyi Biotec). Samples were filtered using a
40-mm Nylon Mesh (BD Biosciences). Cell suspensions were then
centrifuged at 300 % g at 4#C for 7 minutes, the supernatant was
discarded. Cell pellets were resuspended in 1 mL Red Blood Cell Lysis
Buffer (Miltenyi Biotec), incubated for 10 minutes at 4#C, centrifuged,
and the pellets were resuspended in PBS containing 0.04% BSA
(Euromedex). CD45þ cells were enriched by positive magnetic selec-
tion from single-cell suspensions (CD45 MicroBeads, human, Octo-
MACS Separator, MS Columns, Miltenyi Biotec), and cells were
counted to determine the proportion of live cells. Only samples
containing >90% live cells were used for single-cell RNA-
sequencing (scRNA-seq) experiments. CD45þ cells (2 to 4%105 cells)
were stained with barcoded TotalSeq-A mAb (BioLegend).
Single-cell libraries (30 gene expression and antibody-derived tag
fractions) were generated using the Chromium Controller Instrument
and Chromium Single Cell 30 Library and Gel Bead Kit v3 according to
themanufacturer's protocol (10%Genomics) with somemodifications
as described previously (22). To detect barcoded TotalSeq-A anti-
bodies, an ADT library was constructed as previously described for
CITE-seq (22). Single-cell library size and quality were confirmed on
Fragment Analyzer (Agilent). KAPA Quantification Kit for Illumina
platforms (Kapa Biosystems, Roche) was used to quantify library.
Samples were pooled in equimolar fashion with desired proportions
for the two library types (cDNA library fraction at 90% and ADT
library at 10%). The libraries were sequenced on a NextSeq 550
(Illumina) in pair-end sequencing 28 bp (read1) % 91 bp (read2) and
a single index 8 bp in length. Raw data (FastQ files) for expression and
antibody detection were computed with CellRanger 3.0 and the
GRCh38 transcriptome as reference (https://support.10xgenomics.
com/single-cell-gene-expression/software/pipelines/latest/using/count).
Data were then loaded in an R session with the Seurat 3.0 toolkit
package involving the normalization and variance stabilization pack-
age sctransform (23). Samples were individually filtered using unique
molecular identifier (<300000) and percentage of mitochondrial genes
(<0.25%) criteria. Using Seurat, datasets were reduced by principal
component analysis using the 11 first principal components to reduce
dimensionality by t-distributed stochastic neighbor embedding (t-
SNE). A resolution parameter set the granularity at 1.2 for the
clustering by the K-nearest neighbor graph-based clustering approach
of Seurat's FindClusters function. CD8þ T lymphocytes were selected
using Single-Cell Virtual Cytometer software (https://sites.google.
com/site/fredsoftwares/products/single-cell-virtual-cytometer) using
the sum of CD3D, CD3E, and CD3G gene expression and CD8B gene
expression. Wilcoxon P values for differentially expressed genes were
adjusted with Benjamini–Hochberg and illustrated in a volcano plot.
The maturation trajectories of the selected T cells were computed with
FateID as described previously (24), specifying CD8þ T cells in cluster
5 (Fig. 3A) as an endpoint. The gene set enrichment analysis of the
coexpression nodes, here, taken as lists of genes, were computed with
Autocompare-ZE (https://sites.google.com/site/fredsoftwares/products/
autocompare-ze) for enrichment for gene sets from the C5 collection of
geneontology (GO)database (GSEA/MSigDBdatabase, v6.3; refs. 25–27).
ScRNA-seq data have been deposited in NCBI's Gene Expression Omni-
bus (GEO; ref. 28) and are accessible through GEO series accession
number GSE148162.
T-cell functional assessment
CD8þ T cells isolated from tumor single-cell suspensions were
stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 100 ng/mL;
Sigma-Aldrich) and ionomycin (1 mg/mL; Sigma-Aldrich) or
plate-bound anti-CD3 (1 mg/mL; eBioscience) in the presence of
anti-CD107a (Supplementary Table S1) for 6 hours in IMDM
supplemented as described above. Brefeldin-A (10 mg/mL; Sig-
ma-Aldrich) was added 1 hour after the beginning of the incuba-
tion. Cells were then stained with mAbs, as described above, specific
for CD3, CD4, CD8, and PD-1, and cytokine production was
assessed by intracellular staining using IFNg- and TNFa-specific
mAbs (Supplementary Table S1). The cells were analyzed by flow
cytometry (BD LSRFortessa X20).
For the assessment of NY-ESO-1–specific cells, CD8þ T cells were
magnetically sorted from PBMCs and tumor single-cell suspensions,
as already described, from patients with ovarian cancer exhibiting
antibody responses to NY-ESO-1. Antibody responses to NY-ESO-1
were assessed in patient plasma by ELISA, as described previously (29)
and detailed hereafter. Eighteen overlapping 20- to 24-amino acid long
peptides encompassing the full-lengthNY-ESO-1 sequence (25 mg/mL
each in PBS; Peptide 2.0 Inc) were coated on Nunc MaxiSorp Flat-
Bottom ELISA Plates (Thermo Fisher Scientific) overnight at 4#C.
Plates were then washed with PBS, 0.005% Tween (Sigma-Aldrich),
incubated for 2 hours at 37#Cwith blocking buffer (PBS, 2% BSA), and
washed with PBS, 0.005% Tween. Plasma (diluted 1/100 in blocking
buffer) was incubated for 2 hours at room temperature and washed
using the same buffer. Plates were then incubated for 1 hour at
room temperature with goat anti-human IgG secondary antibodies
(Sigma-Aldrich; 1 mg/mL in blocking buffer) and washed. ELISA was
developed using the Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) Liquid
Substrate System for ELISA (Sigma-Aldrich). Isolated CD8þ T cells
(20,000 to 150,000 CD8þ T cells from TILs and 2 to 5 % 105 CD8þ
T cells from PBMCs, per well) were stimulated with NY-ESO-1
peptides (1 mmol/L; Peptide 2.0 Inc) in the presence of autologous
CD14þ cells sorted from PBMCs by positive magnetic selection (CD14
MicroBeads, human, OctoMACS Separator andMS Columns, Miltenyi
Biotec) at a 1.5-to-1CD14þ-to-CD8þ cell ratio, and rhIL2 (50 IU/mL) in
the absence or presence of PD-1–blocking mAb (10 mg/mL) in IMDM
supplemented as above. Day 5–7 cultures were either stained with HLA
class I dextramers containingNY-ESO-1 peptides andwith anti-CD8 or
stimulated or not with NY-ESO-1 peptides (1 mmol/L) and assessed for
IFNg and TNFa production by intracellular staining, as detailed above.
Quantitative multiplex IHC
Sequential chromogenic IHC was performed on 4-mm-thick tumor
tissue sections based on the protocol described by Glass and colleagues
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with some modifications (30) using mAbs listed in Supplementary
Table S3. Briefly, slides were dewaxed, subjected to heat-mediated
antigen retrieval (Target Retrieval Buffer pH9 K800021-2, Dako
Agilent), and immunostained using 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC, Dako Agilent) as chromogen according to the manufacturer's
recommendations. To preserve antigens, slides were then mounted
with an Aqueous Mounting Medium (Dako Agilent) containing 60%
glycerol, 40% distilled H2O, and 10% (w/w) saturated sucrose-H2O
(584 mmol/L; ref. 30) and scanned using Pannoramic 250 Flash III
Scanner (3DHISTECHLtd.). After scanning,AEC and antibodieswere
removed. Slides were unmounted and washed with distilled H2O
before being discolored with increasing gradients of absolute ethanol
(70%–90%, Sigma-Aldrich) according to the SIMPLE1 method (30),
and rinsed with distilled H2O. Antibody stripping was performed by
incubation of slides for 30 minutes at 56#C in a freshly prepared
stripping buffer [1% SDS (w/v, Sigma-Aldrich), 0.2 mol/L Tris
HCl pH 6.8 (CliniScience), and 0.1 mol/L b-Mercaptoethanol
(Sigma-Aldrich) in distilled H2O; ref. 31], followed by rinsing with
distilled H2O for 45 minutes. The entire sequence was repeated for
each antigen assessed.
For each case, at least one region of interest (ROI) of 5,000% 5,000
pixels (1,200 mm2) was selected and extracted from each of the virtual
slides using ImageScope (Aperio Leica Biosystems). Extracted images
were registered using ImageJ “Register Virtual Stack Slices” plugin and
color-deconvoluted using FIJI (1.52n). Nuclei segmentation was per-
formed with ILASTIK software. Cell identification, staining evalua-
tion, and results export in csv format was performed using CellProfiler
software. Pathologists defined fluorescence value for each cell and each
marker in the ROI and the positivity thresholds for eachmarker. These
thresholds were used for the determination of CD3þCD8þ (CD8þ T
cells) andCD3þCD8þTIM-3þ (TIM-3þCD8þTcells) cell proportions
among all nuclei. Themedian of CD3þCD8þ andCD3þCD8þTIM-3þ
cell proportions in all patients was used as cutoff to define high
(≥median) and low (<median) infiltration for each population.
In vivo experiments
Female C57BL/6 mice, 7 weeks old, were purchased from Janvier
Labs. Experimental protocols were approved by regional Ethic
Committee of Toulouse Biological Research Federation (C2EA-
01, FRBT) and by the French Ministry for Higher Education and
Research. The European directive 2010/63/EU was followed for
guidelines on animal welfare. TC1 cells expressing the HPV 16-E6
and E7 proteins were developed in the laboratory of T.C. Wu
(Department of Pathology, School of Medicine, Johns Hopkins
University, Baltimore, MD). Cells were cultured in complete
RPMI1640 Medium (Life Technologies) for 2–6 passages and tested
negative for Mycoplasma.
When 8 weeks old, mice were anesthetized by intraperitoneal
injection of anesthetic mix [10 mL/kg; made up of ketamine
(100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg); Centravet], and implanted in
the oral cavity (intracheek) with 3% 104 TC1 cells suspended in a final
volume of 10 mL of PBS using a Hamilton syringe and 30G needle. At
day 10 and 18, mice were sacrificed by intraperitoneal injection of
anesthetic mix (10 mL/kg), followed by vertebral dislocation. Oral
tumors were harvested, cut in pieces, and enzymatically digested using
the Mouse Tumor Dissociation Kit (Miltenyi Biotec), C-tubes, and
gentleMACS Octo Dissociator (program 37C_m_TDK_1). Digestion
was followed by filtration through a 70-mm cell strainer. Cells were
resuspended in PBS containing 2% FBS, anti-CD16/CD32 (Supple-
mentary Table S1), and 1:1,000 Fixable Viability Dye Stain 700 (BD
Biosciences). Staining with mAbs specific for cell surface markers
(Supplementary Table S1) and flow cytometry analyses were per-
formed as described above for human samples.
Statistical analyses
Normality was assessed using the Shapiro–Wilk test. For normally
distributed values, the t test was used for paired or unpaired data.
When the values were not normally distributed, the comparison of
variables was performed with Wilcoxon or Mann–Whitney test for
paired and unpaired data, respectively. Lines and error bars in scatter
plots represent mean& SD. For correlations, Pearson test was used to
compare variables. For OS analyses, ICB-treated patients were sub-
divided into two groups according to high (≥median) and low
(<median) tumor infiltration by CD8þ T cells or TIM-3þCD8þ
T cells, Kaplan–Meier curves were plotted, and P values determined
by log-rank test. Results of statistical analyses are annotated as
follows in figures: ns, not significant (P ≥ 0.05); ', P < 0.05;
'', P < 0.01; ''', P < 0.001; '''', P < 0.0001. All analyses were
performed with GraphPad Prism 7 software.
Results
IC expression defines six tumor-infiltrating CD8þ T-cell
populations
We assessed ex vivo CD8þ ovarian, cervical, and head and neck
cancer (HNC) TILs for PD-1, TIGIT, CTLA-4, and TIM-3. Each of the
four checkpoints was expressed in the three tumor types (Fig. 1A;
Supplementary Fig. S1A). PD-1 was on average expressed in a higher
proportion of cells, followed by TIGIT, CTLA-4, and TIM-3. Although
TIGIT could be expressed both independently and alongside PD-1
(Supplementary Fig. S1A, left contour plots), CTLA-4 and TIM-3
expression appeared systematically associated to that of PD-1 (Sup-
plementary Fig. S1A, center and right contour plots, respectively). This
was supported by correlation analyses, which revealed significant
positive correlation between the proportion of PD-1–expressing cells
and those expressing CTLA-4 and TIM-3 but not TIGIT (Supple-
mentary Fig. S1B). We then analyzed CTLA-4 and TIM-3 expression
in cells expressing or not PD-1 and TIGIT (Fig. 1B). The majority
of PD-1"TIGIT" cells did not express CTLA-4 and TIM-3,
which we named “quadruple-negative” (QN). PD-1þTIGIT" and
PD-1"TIGITþ cells did not express CTLA-4 and TIM-3. We named
these cells “PD-1 single” (PD-1s) and “TIGIT single” (TIGITs),
respectively. PD-1þTIGITþ cells could be divided into three popula-
tions according to CTLA-4 and TIM-3 expression: (i) expressed
neither CTLA-4 nor TIM-3; (ii) expressed CTLA-4 only; and (iii)
expressed both, called “double-positive” (DP), “triple-positive” (TP),
and “quadruple-positive” (QP), respectively (Fig. 1B). Among the
16 possible coexpression profiles (Fig. 1B, bottom), the six populations
described above were the most frequently and consistently detected in
the three tumor types. The QP population showed the highest inter-
individual variation (range 0.7%–62%, median 20.69%). Similar anal-
yses from circulating memory/effector CD8þ T cells from healthy
individuals and patients with cancer showed that only QN, PD-1s,
TIGITs, andDPpopulationswere detectable, implying that acquisition
of CTLA-4 and TIM-3 expression takes place in situ (Supplementary
Fig. S2).
In CD8þ TILs, we found that cells expressing both PD-1 and TIGIT
exhibited higher staining intensity for both markers compared with
cells expressing each alone (Fig. 1B; Supplementary Fig. S1A, left
contour plots). Analysis of mean fluorescence intensity (MFI) showed
that PD-1 MFI incrementally and significantly increased in parallel to
the number of expressed ICs in each PD-1þ population (Fig. 1C, left).
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PD-1s TIGITs PD-1s TIGITs
Figure 1.
Coexpression of ICs defines six tumor-infiltrating CD8þ T-cell populations. CD8þ TILs were stained ex vivo with mAbs specific for CD3, CD8, PD-1, TIGIT, CTLA-4,
TIM-3, CD103, CD69, CD49a, and CD39 and analyzed by flow cytometry. A, Proportion of CD8þ TILs expressing PD-1, TIGIT, CTLA-4, or TIM-3 for three malignancies
(ovarian cancer, OC, n¼ 17; cervical cancer, CC, n¼ 12; and HNC, n¼ 15). Nineteen independent experiments. Examples of contour plots are shown in Supplementary
Fig. S1A. B, Representative contour plots showing CD8þ T-cell CTLA-4 and TIM-3 expression (top right) from gated PD-1"TIGIT", PD-1þTIGIT", PD-1"TIGITþ, and
PD-1þTIGITþ populations (top left). Data corresponding to the proportion of each of the 16 combinations of IC expression are summarized (numbers of samples are
as in A; bottom). Median proportions, among CD8þ TILs, for six subpopulations (') was >5%. C,MFI of PD-1 and TIGIT in PD-1þ and TIGITþ cells, respectively, among
CD8þ TIL subpopulations.D, Proportion of CD103þCD69þ, CD103þCD49aþ, and CD39þ cells among the six CD8þ TIL subpopulations identified in B (ovarian cancer,
n ¼ 5; cervical cancer, n ¼ 2; and HNC, n ¼ 2; five independent experiments). Examples of dot plots and histogram plots are shown in Supplementary Fig. S4.
The Wilcoxon test was used to compare variables (ns, not significant; '' , P < 0.01; ''' , P < 0.001; '''' , P < 0.0001).
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A similar pattern was observed for TIGIT, although the MFI did not
vary significantly between the TIGITs and DP populations (Fig. 1C,
right).
Altogether, these analyses revealed a conserved pattern of IC
expression in the three tumor types, which defined six CD8þ T-cell
populations. Analysis of PD-1 and TIGIT suggested an increase in
their expression alongside a possible sequential acquisition of CTLA-4
followed by TIM-3. In an orthotopic mouse model of HNC, PD-1MFI
at the tumor site was, likewise, increased in PD-1þCD8þ T cells
coexpressing TIM-3 compared with those expressing PD-1 only
(Supplementary Fig. S3). In further support of the sequential acqui-
sition model, the proportion of PD-1þTIM-3þ cells was higher at day
18 than day 10 tumors (Supplementary Fig. S3A).
IC acquisition is paralleled by Trm markers and CD39
expression, and CD28 loss
We assessed the expression of Trm markers, CD103, CD69, and
CD49a (8), andCD39, also expressed inCD103þCD8þT cells at tumor
sites (20), in the six CD8þ T-cell populations identified (Fig. 1D;
Supplementary Fig. S4). Trm markers and CD39 were absent or
expressed in low proportions in QN and TIGITs populations. Their
proportions were significantly higher among PD-1s cells versus QN
cells. Whereas no difference in Trm marker expression was detected
between PD-1s andDP cells, CD39 expression was significantly higher
in the DP population. Expression of all markers significantly increased
within the TP population relative to DP cells and was further increased
in the QP population. These data further supported the serial acqui-
sition pattern of ICs by CD8þ T cells at the tumor site.
The sequential acquisition of ICs is indicative of sustained T-cell
stimulation and could imply disparities in the differentiation stage
between cells expressing few or several ICs. Assessment of the differ-
entiation stage of tumor-infiltrating CD8þ T cells showed that the
population was homogenous and mostly composed of effector mem-
ory cells (CD45RA"CCR7"; Fig. 2A). Effector memory cells are
composed of cells expressing CD28 and cells in a more advanced
differentiation stage that are CD28" (32). We found that effector
memory TILs contained a significantly lower proportion of CD28þ
cells versus circulating effector memory cells (Fig. 2B; Supplementary
Fig. S5A). The CD28" population at the tumor site was enriched in
cells expressing the four ICs (Fig. 2C), suggesting loss of CD28
alongside IC acquisition. Analysis of CD28 expression according to
IC coexpression profiles defined above showed significant loss inCD28
expression in the QP population (Fig. 2D; Supplementary Fig. S5B).
Unsupervised integration of flow cytometry data using vi-SNE (33)
identified a QP population expressing Trm markers and CD39 while
being CD28" (Fig. 2E).
We sought to identify tumor-related factors underlying CD28 loss.
The QP population was characterized by CD103 and high PD-1
expression, two features that depend on TGFb signaling (9, 34). We
found that in vitro stimulation of naïve CD8þ T cells in the presence of
TGFb led to an enhanced loss of CD28 (Fig. 2F; Supplementary
Fig. S5C). This was not simply due to progression in the differentiation
stage as TGFb led to delayed differentiation (Fig. 2G). Loss of CD28
could not be recovered by PD-1 blockade of stimulated CD28" cells,
isolated from TGFb cultures (Supplementary Fig. S5D).
ScRNA-seq reveals active immune pathway signatures in
IC-positive CD8þ T cells
To characterize the QP population, we performed scRNA-seq of
total tumor-infiltrating CD45þ cells isolated from 2 patients with
HNC. A total of 17.9% were identified as CD8þ T cells and their
clustering identified 11 clusters (Fig. 3A, top left). Clusters 0, 1, 4, 5,
and 9 showed the highest HAVCR2 (TIM-3) expression (Fig. 3A).
CTLA4 was found in the same clusters as well as in clusters 7 and 3.
Expression of TIGIT was found in most clusters, although it was more
frequent in clusters expressing HAVCR2. PDCD1 (PD-1) was also
detected in most clusters, although the frequency of positive cells was
lower than expected, presumably owing to low levels or low detection
of this specific mRNA. Clusters 1, 4, 5, and 9 contained the highest
proportion of cells exhibiting a QP profile and also contained cells
expressing ITGAE (CD103), ITGA1 (CD49a), and ENTPD1
(CD39; Fig. 3A). We then performed differential mRNA expression
analysis between regrouped clusters 1, 4, 5, and 9 and all other clusters.
We identified 761 genes with higher expression in the QP clusters and
94 with higher expression in the other clusters (Fig. 3B). Genes shown
in green in the volcano plot (Fig. 3B) correspond to markers we had
used to characterize these populations (Fig. 2E), and their expression
(Fig. 3C) confirmed that clusters on the right side of the t-SNE plot
were most representative of the QP population.
Consistent with IC expression, QP clusters expressed TOX, which
encodes aDNA-binding protein involved in T-cell exhaustion (Fig. 3B
and C; ref. 21). Differential analysis identified a clear cytotoxicity
signature in QP clusters, including granzymes A, B, and H (GZMA,
GZMB, and GZMH, respectively), perforin (PRF1), and granulysin
(GNLY; Fig. 3B and C). Twenty-one transcription factors were
previously identified as being key for memory CD8þ T-cell develop-
ment and function (35).Of those, sevenwere differentially expressed in
our analysis with SOX-4 (SOX4), Class E bHLHe40 (BHLHE40),
PRDM1, and RUNX2 being more expressed in the QP clusters and
KLF2, T-cell factor 1 (TCF-1, TCF7), and BACH2 in the other clusters
(Fig. 3B andD). Expression of SOX-4 is promoted by TGFb (36) and
induces CXCL13 production by CD4 T cells (37). CXCL13 was more
expressed inQP clusters (Fig. 3B andD). Among transcription factors
that were less expressed in QP clusters, KLF2 has been shown to be
downregulated in Trm cells, leading to downmodulation of S1PR1
expression (7). Differential analysis showed lower S1PR1 expression in
QP clusters (Fig. 3B and D). TCF-1 (TCF7) was also less expressed in
QP clusters. In addition to TCF7 and CD28, other early memory T-cell
markers were also less expressed in QP clusters, including CCR7 and
IL7R (Fig. 3B and D). Differential analysis also revealed higher
expression of the chemokine receptor gene CXCR6 in QP clusters
(Fig. 3B and D).
We then computed a pseudotimematuration trajectory anchored by
cluster 5 cells as an endpoint (Fig. 3A). Visualizing gene expression in
cells along this trajectory showed TCF7, IL7R, and CCR7 expression in
cells clustered at early stages of thematuration trajectory, whereas cells
expressing ICs, Trm and cytotoxicity markers, as well as CXCL13 and
CXCR6, clustered at later stages of the trajectory (Fig. 3E). Respective
expression profiles of chronologically ordered cells were then Z-score
transformed to reveal putative temporally restricted gene sets. This
identified 21 gene expression nodes, which were then analyzed for
enrichment of signatures from the C5 collection of GO database. This
unveiled the prominence of translational signatures during the earliest
maturation stages (nodes 16–20), followed in the latest stages by
signatures of immune responses (nodes 1–3; Supplementary
Fig. S6). These results revealed that exhausted Trm-like QP cells are
the most immunologically active CD8þ T cells at the tumor site.
IC QP CD8þ T cells are tumor-specific and respond to PD-1
inhibition
We next assessed QP cell effector function, antigen specificity, and
response to PD-1 inhibition. Tumor-infiltrating CD8þ T cells showed
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progression in TOX expression along IC acquisition (Fig. 4A and B;
Supplementary Fig. S7A and S7B). An opposite pattern was observed
for the expression of TCF-1 (Supplementary Fig. S8A). Absence of
TCF-1 in late-stage populations at the tumor site was in agreement
with its progressive loss along differentiation in circulating CD8þ T
cells (Supplementary Fig. S8B and S8C). Expression of granzyme B and
perforin, inferred from scRNA-seq analyses, was also confirmed at the
protein level. The proportion of cells expressing both proteins was
higher in the QP population than in other CD8þ TILs (Fig. 4A andB).
This was consistent with their CD28" phenotype indicating advanced
differentiation (32).
To validate the effector potential of QP cells, we stimulated tumor-
infiltrating CD8þ T cells with PMA/ionomycin (i.e., bypassed prox-
imal TCR signaling and IC inhibition). PMA/ionomycin stimulation
perturbed, in some samples, TIGIT, CTLA-4, and TIM-3 expression
but not that of PD-1.We, therefore, analyzed cytokine production and
CD107a surface expression in CD8þ populations defined by PD-1
expression (Fig. 4C). PD-1" cells encompassed the QN and TIGITs
populations, PD-1int corresponded to PD-1s and DP populations, and
PD-1hi represented the TP and QP populations (Fig. 1B and C). Our
data showed that PD-1hi cells were able to release cytotoxic granules
and produce cytokines (Fig. 4D and E). Compared with the two other
populations, PD-1hi cells encompassed fewer polyfunctional cells, that
is, able to produce both IFNg and TNFa, andmore IFNgþTNFa" cells
(Fig. 4E), a feature that has been associated with exhaustion (38).
Accordingly, upon anti-CD3 instead of PMA/ionomycin stimulation,
PD-1hi cells comprised fewer cytokine-producing cells than less
exhausted, PD-1" and PD-1int, populations (Fig. 4F).
NY-ESO-1, a cancer testis antigen expressed in ovarian cancer,
induces both antibody and T-cell responses (29). Several NY-ESO-1–
derived CD8þ T-cell epitopes are presented by frequently expressed
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TGFb-mediated loss of CD28 in QP CD8þ TILs. A, Expression of CCR7 versus CD45RA ex vivo in CD8þ T cells from 1 healthy donor (HD) and 1 patient with cervical
cancer (CC; left). Proportions of naïve (N), centralmemory (CM), effectormemory (EM), and effector (E) CD8þT cells are summarized (right). Healthydonor PBMCs, n
¼ 8; patient (P) PBMCs (ovarian cancer, n¼ 12; cervical cancer, n¼9; andHNC, n¼ 11); and TILs (ovarian cancer, n¼ 17; cervical cancer, n¼ 11; andHNC, n¼9). Twenty
independent experiments.B, Proportion of CD28þ cells among EMCD8þ T cells is summarized. Histogram plots are shown in Supplementary Fig. S5A. Healthy donor
PBMCs, n¼ 8; patient PBMCs (ovarian cancer, n¼ 13; cervical cancer, n¼ 9; and HNC, n¼ 11); and TILs (ovarian cancer, n¼ 16; cervical cancer, n¼ 8; and HNC, n¼ 7).
Eighteen independent experiments. C, Expression of CD28 versus PD-1, TIGIT, CTLA-4, and TIM-3 in CD8þ T cells from 1 representative ovarian cancer patient's TILs.
D, Proportion of CD28þ cells in the six CD8þ TIL subpopulations defined as in Fig. 1B. Ovarian cancer, n¼ 16; cervical cancer, n¼ 10; and HNC, n¼ 11. Ten independent
experiments. CD28 staining is shown in Supplementary Fig. S5B. E, t-SNE plots of flow cytometry data of CD8þ TILs (ovarian cancer, n¼ 1; cervical cancer, n¼ 1; and
HNC, n¼ 1). F and G, Naïve CD8þ T cells were sorted from PBMCs of healthy donors (Supplementary Fig. S5C), CFSE labeled, and stimulated with anti-CD3/CD28 in
the absence (–) or presence (þ) of TGFb. Day 7 cultureswere stained for CD3, CD8, CCR7, CD45RA, andCD28 and analyzed by flow cytometry (healthy donors, n¼ 8;
three independent experiments). F,CD28 versus CFSE staining in CD8þ T cells for 1 healthy donor (left); the proportion of CD28þ cells is summarized (right).G,CCR7
versus CD45RA expression in CD8þ T cells (left); the proportion of naïve, central memory, and effector memory cells is summarized for each stimulation condition
(right). P values were calculated using Mann–Whitney test (B), Wilcoxon test (D–G), and paired t test (F; '' , P < 0.01; '''', P < 0.0001).
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ScRNA-seq reveals cytotoxic and active immune pathway signatures in IC-positive CD8 T cells. CD45þ cells isolated ex vivo from twoHNC specimenswere subjected
to scRNA-seq. A, t-SNE plots of 752 CD8þ T cells (top left) color-coded by their associated cluster and t-SNE plot color-coded for expression (gray to blue) of
HAVCR2, CTLA4, TIGIT, PDCD1, ITGAE, ITGA1, and ENTPD1. B, Differential analysis of scRNA-seq data from clusters 1, 4, 5, and 9 versus those from the remaining
clusters. Genes encoding markers used above to characterize CD8þ TILs are shown in green, and part of the new genes identified with significant differential
expression are shown in red.C andD,Violin plots showing the expression of selected genes in the 11 clusters. x-axes indicate cluster number. E,FateID heatmapbased
on the trajectory identified by pseudotime analysis (Supplementary Fig. S6).
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PD-1sQN TIGITs DP TP QP PD-1sQN TIGITs DP TP QP
Figure 4.
IC QP cells retain effector potential. A and B, CD8þ TILs were stained ex vivowith mAbs specific for CD3, CD8, PD-1, TIGIT, CTLA-4, TIM-3, TOX, granzyme B (GrzB),
andperforin (Perf) and analyzedbyflowcytometry.A,Histograms showingTOXexpression (top) anddot plots of granzymeBversus perforin expression (bottom) in
the indicated CD8þ TIL subpopulations. The cutoff for TOX staining was determined on the basis of TOX staining in CD8þ T cells from PBMCs (Supplementary
Fig. S7A).B, Proportion of TOXþ cells (left), MFI of TOX staining in total cells in each population (middle; ovarian cancer, n¼ 4; cervical cancer, n¼ 3; and HNC, n¼ 2;
two independent experiments), andproportion ofGrzBþPerfþ cells (right; ovarian cancer, n¼4; cervical cancer, n¼ 2; HNC, and n¼ 1; four independent experiments)
in CD8þ TIL subpopulations are summarized. CD8þ TILs were stimulated ex vivo with PMA/ionomycin (two independent experiments; C–E) or anti-CD3 (two
independent experiments; F) in the presence of anti-CD107a and brefeldin-A for 6 hours. Cells were then stained for CD3, CD8, PD-1, IFNg , and TNFa and analyzed by
flow cytometry. C, Gating strategy based on PD-1 expression (PD-1neg, green; PD-1int, orange; and PD-1hi, purple; maintained throughout figure). D, Histogram plots
showing surface CD107a expression gated on the indicated populations (left). Proportions of CD107aþ cells in each population are summarized (right; ovarian cancer,
n¼ 5 and HNC, n¼ 1). E, IFNg versus TNFa staining gated on the indicated populations (left). The proportion of total cytokineþ (IFNg and/or TNFa) cells, as well as
those of IFNg single–positive and IFNg/TNFa double–positive cells among total cytokineþ cells are summarized for each CD8þ TIL subpopulation (right; ovarian
cancer, n¼ 6 and HNC, n¼ 1). F, Proportion of total cytokineþ (IFNg and/or TNFa) cells among each CD8þ TIL subpopulation (cervical cancer, n¼ 2 and HNC, n¼ 4).
P values were determined using the Wilcoxon test (B, %TOXþ and TOX MFI; E) or paired t test (B, %GrzB/Perfþ; F; ns, not significant; ' , P < 0.05; '' , P < 0.01;
''' , P < 0.001).
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patients with serologic responses to the antigen, indicative of an
ongoing T-cell response (29). We used HLA class I/NY-ESO-1 fluo-
rescent multimers to detect antigen-specific T cells in these patients.
The proportion of antigen-specific T cells was higher in CD8þ cells
isolated from TILs than from PBMCs, suggesting that they were
preferentially attracted, proliferated, and/or were retained at tumor
sites (Fig. 5A and B; Supplementary Fig. S9A). Similar proportions of
CD8þ T cells specific for chronic viruses were detected in PBMCs and
TILs (Fig. 5A and B; Supplementary Fig. S9A), further confirming the
specific in situ accumulation of tumor-specific T cells. NY-ESO-1–
specific T cells in the periphery expressed PD-1 and TIGIT, both with
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IC QP cells encompass tumor-specific cells and respond to PD-1 inhibition. A and B, CD8þ TILs were stained ex vivowith HLA class I multimers harboring NY-ESO-1,
cytomegalovirus (CMV), or Epstein–Barr virus (EBV) epitopes and withmAbs specific for CD3, CD8, PD-1, TIGIT, CTLA-4, and TIM-3 and analyzed by flow cytometry.
A, NY-ESO-1 multimer (NY-ESO-1, top) and CMV multimer (CMV, bottom) staining versus PD-1, TIGIT, CTLA-4, and TIM-3 expression gated on CD8þ T cells from
representative patients with ovarian cancer. NY-ESO-1þ cells shown in blue and CMVþ in gray. B, Summary of the proportions of NY-ESO-1 [N; PBMC (P), ovarian
cancer, n¼ 6; TIL (T), ovarian cancer, n¼ 8) and CMV or EBV (C/E; PBMC and TIL: ovarian cancer, n¼ 1, HNC, n¼ 1) multimerþ cells among CD8þ T cells isolated from
PBMCs and TILs (top, 13 independent experiments). Examples of staining of circulating CD8þ T cells are shown in Supplementary Fig. S9A. Summary of the
proportions of QN, PD-1s, TIGITs, DP, TP, and QP cells among NY-ESO-1 and CMV or EBV multimerþ CD8þ TILs. NY-ESO-1þ cells shown in blue (bottom, four
independent experiments). C and E, CD8þ T cells isolated from PBMCs and TILs of NY-ESO-1–seropositive patients with ovarian cancer were stimulated in vitrowith
NY-ESO-1 peptides and autologous CD14þ cells in the absence (–) or presence (þ) of blocking anti–PD-1.C,Day 5 to 7 cultureswere stainedwith NY-ESO-1multimers
and anti-CD8 and analyzed by flow cytometry (seven independent experiments). Representative dot plots (left) and the proportion of multimerþ cells among CD8þ
Tcells (right) are shown (top, PBMCs,n¼ 3; bottom, TILs,n¼ 5). Connectedpoints indicate the samepatient sample.D,Day7TIL cultures restimulatedwithNY-ESO-1
peptides and tested for IFNg and TNFa production by intracellular cytokine staining (four independent experiments). Representative dot plots (left) and the
proportion of cytokineþ cells among CD8þ T cells in each culture condition (right) are shown (n¼ 5). Connected points indicate the same patient sample. E, Floating
bars (min tomax) represent fold increase in the proportion ofmultimerþ cells (proliferation) and of cytokineþ cells in CD8þ T cells stimulated in presence of anti–PD-1
compared with those stimulated in absence of anti–PD-1. P values were calculated using Mann–Whitney test (B) and unpaired t test (E; ' , P < 0.05; ''', P < 0.001).
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(Fig. 5A and B; Supplementary Fig. S9). In contrast, bystander virus-
specific T cells never acquired the QP phenotype at the tumor site
(Fig. 5A and B; Supplementary Fig. S9). NY-ESO-1–specific CD8þ
TILs were CD103þ and CD39þ (Supplementary Fig. S10A). Altogeth-
er, these data demonstrated that acquisition of the QP phenotype
results from T-cell stimulation in the tumor microenvironment and
inferred that the QP population is solely composed of tumor-specific T
cells. This is consistent with the high expression of MKI67, encoding
Ki-67, in QP clusters (Fig. 3B).
Significantly fewer CD28þ cells among NY-ESO-1–specific T cells
from TILs was seen versus PBMCs (Supplementary Fig. S10B).
Antigen-specific T cells were CD28þPD-1int in PBMCs and CD28þ/
"PD-1hi at the tumor site. To examine the functional consequences of
these opposite phenotypes, we stimulated circulating and tumor-
infiltrating CD8þ T cells from NY-ESO-1 seropositive patients with
NY-ESO-1 peptides in the absence or presence of blocking PD-1mAb.
Whereas PD-1 blockade led to enhanced growth of antigen-specific
T cells from PBMCs, no effect was observed on the proliferation of
antigen-specific T cells from TILs (Fig. 5C). PD-1 inhibition was not,
however, ineffective at the tumor site, as it led to increased production
of effector cytokines by antigen-specific T cells (Fig. 5D and E).
IC-positive CD8þ T cells predict clinical response to PD-1/PD-L1
blockade
Using quantitative multiplex IHC (30, 31), we assessed QP cells in
pretreatment tumor samples from a cohort of 30 patients with
metastatic or recurrent head and neck squamous cell carcinoma
treated with ICB targeting the PD-1/PD-L1 axis. The proportion of
CD8þ or QP TILs was then correlated to response to therapy and OS.
Because TIM-3 was the final checkpoint acquired at the tumor site, we
used it as a surrogate marker of the QP population. Examples of
staining obtained in samples exhibiting a high or low TIM-3þCD8þ
T-cell infiltrate are shown in Fig. 6A (top and bottom, respectively).
Quantification of QP (0.03%–15.98% of all nuclei, median ¼ 1.9) and
total CD8þ (0.15%–23.49% of all nuclei, median¼ 5.57) TILs showed
that their proportion was variable among patients. A correlation was
observed between the CD8þ infiltrate and response to therapy,
although it did not reach statistical significance (Fig. 6B). Infiltration
by QP cells significantly correlated with response to therapy and OS
(Fig. 6B andC), whereas the total CD8þ infiltrate did not significantly
correlate with OS (Fig. 6C). The median survival of patients in the
high- and low-CD8þ T-cell groups was 12.7 and 8.8 months, respec-
tively. Median survival of patients with low QP infiltrate was
5.8 months, whereas that of patients with high QP infiltrate was not
reached. These results corroborate the major contribution of QP cells
to antitumor immunity.
Discussion
Our results put forward T-cell exhaustion as an indicator of
spontaneous adaptive immune response to tumors and, as such, as
a biomarker of response to ICB. We showed that exhaustion was
acquired at the tumor site through the sequential expression of ICs
solely in tumor antigen–specific T cells but not in bystander T cells.
Specific cells additionally acquire Trm markers and CXCR6, allowing
for their in situ residency. We also showed that exhausted Trm-like
cells were endowed with high cytotoxic and functional potential but
have lost, for a large part, CD28 and TCF-1 expression. PD-1 blockade
could revert functional exhaustion of tumor antigen–specific CD8þ
TILs in vitro, while it enhanced proliferation of their circulating
CD28þ counterparts. Their tumor specificity, high functional poten-
tial, and sensitivity to PD-1 blockade supported their contribution to
responsiveness to ICB in vivo, which was inferred by the correlation
between the proportion of exhausted CD8þ TILs and response to
therapy and survival following ICB.
On the basis of murine models of chronic infection, exhausted
T cells are proposed as a lineage of CD8þ T cells distinct frommemory
T cells (4, 5). Our results showed that circulating tumor antigen–
specific CD8þ T cells were memory CD28þ cells. These cells, like
nonexhausted memory circulating PD-1þCD8þ T cells from healthy
individuals (40), expressed lower PD-1 compared with their tumor-
infiltrating counterparts. Accordingly, circulating tumor-specific
T cells, which did not express TIM-3 or CTLA-4, could substantially
expand in vitro upon antigen stimulation, which was enhanced in the
presence of anti–PD-1.Murinemodels of exhaustion in cancer, largely
relying on implantable syngeneic tumor cell lines, have quicker
kinetics than human cancers. In one such model, transcription factors
PRDM1 and c-MAF are proposed to coordinate a coinhibitory gene
module leading to the concomitant coexpression of several ICs (41).
In agreement with these data, we showed that PRDM1 was more
expressed in exhausted Trm-like cells. However, our results argue in
favor of a progressive acquisition of exhaustion with sequential gain of
ICs accompanied by that of Trmmarkers. This is in agreementwith the
model that established degrees of exhaustion severity (21), where the
transcription factor TOX is associated to exhaustion. Our data showed
expression of TOX in QP cells and sequential gain of TOX expression
at the tumor site. A study has shown, in a murine model of chimeric
antigen receptor T-cell transfer, that transferred T cells acquire an
exhausted state at the tumor site through TOX- and TOX2-dependent
mechanisms (42).
Seminal work shows that CD8þ TILs express Trmmarkers and that
CD103 is involved both in T-cell retention at the tumor site and in
tumor recognition (10, 11). Another study shows that the ectonucleo-
tidase CD39 is expressed in a subpopulation of CD103þCD8þ T cells
enriched for tumor specificity (20). In agreement with these studies, we
showed that Trm markers and CD39 expression is gained along the
sequential acquisition of ICs and that they had high expression in
antigen-specific T cells. We also showed that exhausted cells exhibited
lower S1PR1 expression, consistent with their in situ retention, and
expressed the chemokine receptor CXCR6. CXCR6 is expressed in
liver Trm cells (43), and its ligand, CXCL16, which can be produced in
soluble and membrane-bound forms (44), is expressed by tumor cells
of different histologic types and is associated with increased tumor T-
cell infiltration (45). We propose that CXCR6 expression in exhausted
Trm-like cells facilitates their migration toward and their interaction
with tumor cells.
We showed that TGFb, involved in the induction of CD103 (9) as
well as in high PD-1 expression (34), could also be implicated in CD28
loss. To our knowledge, this is not a function that has been attributed to
TGFb, although it is consistent with its immune-suppressive role.
Expression of SOX-4 and CXCL13 in the QP population further
supported the involvement of TGFb in its in situ development. Indeed,
TGFb induces SOX-4 (36, 37), whichmediates CXCL13 production by
CD4þ T cells (37). CXCL13 has been involved in tertiary lymphoid
structure (TLS) induction in inflammatory diseases (37), and its
expression by tumor-infiltrating CD8þ T cells associates with high
B-cell recruitment and TLSs (46, 47).
PD-L1 expression in peripheral tissues and the ability of PD-1–
recruited SHP2 to dephosphorylate proteins involved in proximal TCR
signaling implies a central role of PD-1 in blocking functions of effector
T cells (13, 14). Studies show that PD-1 signaling inhibits CD28 more
efficiently comparedwithTCRproximal signalingmolecules (15), and,
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accordingly, early proliferation of circulating PD-1þCD28þCD8þ T
cells could be associated to response to ICB in patients with non–small
cell lung cancer (16, 17).We showed significant CD28 loss, specifically
in exhausted tumor-specificCD8þTILs.However, circulating antigen-
specific T cells were mostly CD28þ. Our functional analyses showed
that in vitro PD-1 inhibition differentiallymodulated proliferation and
effector functions in circulating and tumor-infiltrating antigen-
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IC-positive Trm-like exhausted CD8 T cells predict response to PD-1/PD-L1 blockade and survival in HNC. Proportion of CD8þ T cells and TIM-3þCD8þ T cells were
determined using quantitative multiplex IHC in pretreatment tumor samples from 30 patients with HNC receiving anti–PD-1/PD-L1 and were correlated to clinical
outcome. A, Representative images showing CD3 (yellow), CD8 (cyan), TIM-3 (magenta), and MNF116 (gray), as well as nuclei (blue) in two representative
tumors with high (patient 30) and low (patient 45) QP infiltrate (left). Zoomed images at 3% magnification (from boxed area in left image) are shown for the
indicated markers (right). B, Frequency of CD8þ T cells (top) and TIM-3þ CD8 T cells (bottom) among all nuclei in patients with PD (n ¼ 16) and patients with
PR (n ¼ 6) or SD (n ¼ 8). C, Kaplan–Meier curves of OS by high versus low frequency of total CD8þ T cells (top, cutoff at median ¼ 5.57%) or TIM-3þ CD8þ
T cells (bottom, cutoff at median ¼ 1.9%) among all nucleated cells. P values were determined with the Mann–Whitney test (B); comparison of survival curves
was determined with the log-rank test (C).
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studies (15–17) and could imply that low PD-1 expression in circu-
lating antigen-specific T cells will preferentially affect CD28 signaling,
whereas overexpression of PD-1 in exhausted Trm-like cells allows for
inhibition of TCR signaling in addition to CD28. It is noteworthy that,
in a reconstituted membrane in vitro setting, PD-1–mediated dephos-
phorylation of CD28 occurs at low PD-1 densities, whereas TCR
signaling molecule dephosphorylation requires a higher density of
PD-1molecules (15), which could correspond to PD-1 densities found
in PD-1hi exhausted T cells.
Finally, in agreement with their tumor specificity and high
cytotoxic and effector potential, exhausted Trm-like T cells were
predictive of response to ICB and survival in a cohort of patients
with HNC. These results may contradict studies suggesting that
TCF-1þCD8þ TILs, termed progenitor exhausted cells, are potential
players in PD-1/PD-L1 blockade in vivo efficacy (48–51). However,
these studies largely rely on murine models whereby the degree of
exhaustion attained in few weeks is not necessarily comparable with
that found in patients. One study shows that TCF-1 expression in
tumor antigen–specific T cells in patients is detected in only a low
proportion ((1%) of circulating antigen-specific cells (51). Another
study shows that the proportion of TCF-1þ cells does not correlate
with response to therapy but does correlate with survival in responder
patients only (48). Another report found that the ratio between
TCF-1þ and TCF-1" cells, rather than the proportion of positive
cells, correlates to clinical responses (49). In our study, TCF7 mRNA
and TCF-1 protein were only detected in non-QP cells at the tumor
site. Our results showed significant correlation between TIM-3þCD8þ
T cells, which did not express TCF-1, and both response to therapy and
OS following ICB. These results do not exclude a potentially important
role of TCF-1þ tumor-specific CD8þ T cells in mediating response to
therapy. We believe that the presence of TIM-3þCD8þ T cells is a
direct indicator, that is, biomarker, of a spontaneous adaptive response
to the tumor that can be mobilized by ICB. Altogether, our results
imply that the combination of proliferation/reinvigoration of circu-
lating memory T cells, that will replenish the tumor site, combined to
reversion of exhaustion, even temporary (6), at the tumor site con-
tribute to PD-1/PD-L1–mediated tumor control.
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Supplementary figure S1. Co-expression of immune checkpoints within CD8+ TIL. A, Isolated 
CD8+ TIL or whole tumor specimens single cell suspensions were stained ex vivo with 
fluorochrome-labeled mAb specific for CD3, CD8, PD-1, TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 and 
analyzed by flow cytometry. Examples of contour plots show PD-1 versus TIGIT, CTLA-4 or 
TIM-3 staining gated on CD3+CD8+ T cells for the three malignancies. B, Correlation between 
the proportions of PD-1+ and those of TIGIT+, CTLA-4+ or TIM-3+ CD8 T cells (OC, n = 17; CC, 
n = 12; HNC, n = 15). Pearson correlation was used to compare variables. 
 
  





Supplementary figure S2. Contour plots, showing CTLA-4 and TIM-3 expression, are gated 
on PD-1-TIGIT-, PD-1+TIGIT-, PD-1-TIGIT+ and PD-1+TIGIT+ populations as shown in the left 
contour plot. Data corresponding to the proportion of each of the 16 combinations of IC 
expression are summarized for healthy donors (HD) and patients (P) (HD, n = 8; OC, n = 10; 
CC, n = 8; HNC, n = 8). Median proportions, among CD8+ TIL, for four subpopulations (*) was 
> 5%: PD-1-TIGIT-CTLA-4-TIM-3- (quadruple negative, QN); PD-1+TIGIT-CTLA-4-TIM-3- (PD-
1 single, PD-1s); PD-1-TIGIT+CTLA-4-TIM-3- (TIGIT single, TIGITs), PD-1+TIGIT+CTLA-4-TIM-













Supplementary figure S3. Time-dependent increase of PD-1 expression levels in CD8 TIL 
infiltrating murine HNC. Expression of PD-1 and TIM-3 in CD8 TIL was analyzed, using flow 
cytometry, in day (D)10 (n = 13) and D18 (n = 14) tumors from a TC1-based oral tumor model. 
A, D18 representative dot plot (gated on CD45.2+CD3+CD8+ cells) and summary of the 
percentage of cells expressing no checkpoints (-/-), PD-1 alone (+/-) or co-expressing PD-1 
and TIM-3 (+/+) in D10 and D18 tumors. B, MFI of PD-1 staining in CD8 T cells expressing 
PD-1 alone or co-expressing PD-1 and TIM-3 is depicted for D10 and D18 tumors. *, P < 0.05; 
**, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001. P values were determined using the unpaired t 
test. 
  




Supplementary figure S4. Trm markers and CD39 expression within CD8+ TIL 
subpopulations. Isolated CD8+ TIL or whole tumor specimens single cell suspensions were 
stained ex vivo with fluorochrome-labeled mAb specific for CD3, CD8, PD-1, TIGIT, CTLA-4, 
TIM-3, CD103, CD69, CD49a and CD39 and analyzed by flow cytometry. Dot plots, showing 
CD103 versus CD69 (upper panels) and CD103 versus CD49a (middle panels) and histogram 
plots showing CD39 expression, are gated on the 6 CD8+ TIL subpopulations defined as in 
Fig. 1B.  
  




Supplementary figure S5. Expression of CD28 in PBMC and in TIL. A, Histograms show 
expression of CD28 gated on EM (CD45RA-CCR7-) CD8 T cells from PBMC of 1 HD and 1 
patient (P) as well as TIL from 1 patient. B, Histograms show expression of CD28 in the six 
CD8+ TIL subpopulations defined as in Fig. 1B. C, Reanalysis of sorted naïve CD8+ T cells 
was performed by flow cytometry. Naïve cells were CD45RA+CCR7+CD28+. D, CD28- cells 
were sorted from TGF-β cultures obtained as in Fig. 2F without CFSE staining. Histograms 
show expression of CD28 in sorted cells re-stimulated in the absence (-) or presence (+) of 








Supplementary figure S6. FateID heatmap for gene nodes. Pseudotime analysis of scRNA-
Seq data; Gene ontology (GO) enrichment analysis based on C5 collection is shown in the 
FateID heatmap for gene nodes. Significant pathways found in nodes 1-3, 16, 17 and 19 are 
shown. 
  




Supplementary figure S7. Expression of TOX in PBMC and in TIL. A, CD8 T-cell 
differentiation stage was determined based on CD45RA and CCR7 expression (dot plot). 
Histograms show TOX expression gated on naïve (N, CD45RA+CCR7+), central memory (CM, 
CD45RA-CCR7+), effector memory (EM, CD45RA-CCR7-) and effector (E, CD45RA+CCR7-) 
circulating CD8 T cells. B, Contour plot depicting PD-1 versus TOX expression in CD8+ TIL 
(representative patient).  
 
  




Supplementary Figure S8. TCF-1 expression in PBMC and TIL. A, Example of histogram 
plots depicting TCF-1 expression in the 6 CD8+ TIL subpopulations based on IC expression 
for 1 patient is shown. Proportions of TCF-1+ cells are summarized for 6 patients. B-C, Isolated 
CD8+ cells from PBMC of healthy donors (HD, n = 3) and cancer patients (P, n = 4) were 
stained ex vivo with fluorochrome-labeled mAb specific for CD3, CD8, CCR7, CD45RA, PD-1 
and TCF-1 and analyzed by flow cytometry. B, Proportions of TCF-1+ cells in naïve (N, 
CCR7+CD45RA+), central memory (CM, CCR7+CD45RA-), effector memory (EM, CCR7-
CD45RA-) and effector (E, CCR7-CD45RA+) populations are summarized. C, Proportions of 
TCF-1+ cells in PD-1 positive and negative N, CM, EM and E CD8+ T-cell populations are 
summarized. *, P < 0.05; ns = not significant. P values were calculated using Wilcoxon test. 
 
 




Supplementary figure S9. Ex vivo phenotyping of circulating NY-ESO-1-, CMV- and EBV-
specific CD8 T cells. PBMC were stained ex vivo with fluorochrome-labeled HLA class I 
multimers harboring NY-ESO-1, CMV and EBV epitopes and with mAb specific for CD3, CD8, 
PD-1, TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 and analyzed by flow cytometry. A, Dot plots show HLA-I/NY-
ESO-1, HLA-I/CMV and HLA-I/EBV multimers versus PD-1, TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 staining 
in CD8 T cells isolated from patients PBMC. B, Summary of the proportions of QN, PD-1s, 
TIGITs, DP, TP and QP cells among NY-ESO-1 (N) (n = 6), CMV (C) (n = 5) or EBV (E) (n = 
7) multimer+ CD8+ T cells. 




Supplementary figure S10. CD103, CD39 and CD28 expression in NY-ESO-1-specific CD8 
T cells. A, CD8+ cells isolated from TIL were stained ex vivo with fluorochrome-labeled HLA 
class I multimers harboring NY-ESO-1 epitopes and with mAb specific for CD3, CD8, CD39 
and CD103 and analyzed by flow cytometry. NY-ESO-1 multimer versus CD103 and CD39 
staining gated on CD3+CD8+ cells is shown for one representative OC patient. Proportions of 
cells expressing CD103 or CD39 among NY-ESO-1-specific CD8 T cells are summarized (n = 
3). B, CD8+ cells isolated from PBMC and TIL were stained ex vivo with fluorochrome-labeled 
HLA class I multimers harboring NY-ESO-1 epitopes and with mAb specific for CD3, CD8 and 
CD28 and analyzed by flow cytometry. NY-ESO-1-multimer versus CD28 staining in CD8 T 
cells is shown for 1 PBMC and 1 TIL. Proportions of CD28+ cells among NY-ESO-1-specific 
CD8 T cells are summarized (PBMC; P, n = 4; TIL; T, n = 8). *, P < 0.05. P value was calculated 
using the unpaired t-test. 
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Supplementary Tables  
Supplementary table S1. List of flow cytometry antibodies  
Antibody Clone Catalog 
number 
Manufacturer RRID  
Anti-human      
CD3 UCH-T1 563851 BD AB_2744391  
CD3  UCH-T1 555332 BD AB_395739  
CD4 RPA-T4 564724 BD AB_2738917  
CD8 RPA-T8 560774 BD AB_1937325  
CD8 RPA-T8 301046 Biolegend AB_2563264  
CD45RA HI100 11-0458-42 eBioscience AB_11219672  
CD197 (CCR7) - 130-108-288 Miltenyi AB_2655960  
PD-1 EH12.1 565299 BD AB_2739167  
TIGIT MBSA43 25-9500-42 eBioscience AB_2573547  
CD366 (TIM-3) 7D3 565562 BD AB_2744369  
CD28 CD28.2 559770 BD AB_398666  
CD103 BER-ACT8 550259 BD AB_393563  
CD69 FN50 560737 BD AB_1727508  
CD49a SR84 559596 BD AB_397288  
CD39 TU66 563681 BD AB_2738370  
CD152 (CTLA-4) BNI3        563931 BD AB_2738491  
Granzyme-B GB11 560213 BD AB_1645453  
Perforin δG9       563576 BD AB_2738287  
TOX TXRX10 50-6502-82 eBioscience AB_2574265  
CD107a H4A3 555801 BD AB_396135  
INF  B27  557995 BD AB_396977  
TNF  MAb1 557647 BD AB_396764  
CD107a H4A3 555801 BD AB_396135  
CD107a H4A3       560664          BD AB_1727417  
CD63D9 (TCF-1) C63D9 6709S Cell signaling technology Cat #6709  
Anti-mouse      
CD8 53-6.7 564297 BD AB_2722580  
CD45.2  104 553772 BD AB_395041  
CD3 145-2C11 564379 BD AB_2738780  
PD-1 J43 744549 BD AB_2742320  
CD366 (TIM-3) RMT-93 747626 BD AB_2744192  
CD16/CD32 2.4 G2 553142 BD AB_394657  
 
Supplementary table S2. List of MHC class I/peptide multimers 





NY-ESO-1157-165A A*0201 Dextramer WB-3247-PE Immudex 
NY-ESO-192-100 B*3501 Dextramer WK3694-PE Immudex 
NY-ESO-194-102 B*3501 Dextramer WK2701-PE Immudex 
NY-ESO-194-104 B*3501 Dextramer WK5341-PE Immudex 
NY-ESO-192-100 Cw*0304 Dextramer WS3694-PE Immudex 
NY-ESO-196-104 Cw*0304 Dextramer WS5342-PE Immudex 
HCMV pp65495-504 A*0201 Pentamer F008-2A-E ProImmune 
EBV BMLF-1259-267 A*0201 Pentamer F001-2A-E ProImmune 
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Supplementary table S3. List of immunohistochemistry antibodies 
Antigen Type Clone Manufacturer 
TIM-3 Rabbit MAb 2321C R&D Biosystem 
CD3 Rabbit MAb 2GV6 Roche Ventana 
CD8 Mouse MAb C8/144B Dako Agilent 









Cette étude montre que l’épuisement des TIL est un indicateur d’une réponse immune 
spécifique des Ag tumoraux spontanée et peut être utilisé comme biomarqueur de la 
réponse au blocage de l’axe PD-1/PD-L1. 
Nous avons montré que l'épuisement était acquis au site de la tumeur par l'expression 
séquentielle des PCI et de CD39 et TOX, uniquement par les LT spécifiques des Ag 
tumoraux, en comparaison aux autres LT infiltrant la tumeur. Les LT spécifiques 
acquièrent également les marqueurs des Trm et CXCR6, ce qui permet leur résidence 
in situ. Ces TIL Trm épuisés sont dotés d'un potentiel cytotoxique élevé, mais ont perdu 
l'expression de CD28 et de TCF1. Le blocage de PD-1 in vitro peut inverser 
l'épuisement fonctionnel des TIL CD8 spécifiques de la tumeur, tandis qu'il augmente 
la prolifération des LT spécifiques des Ag tumoraux qui expriment CD28 en périphérie.  
Les TIL spécifiques des Ag tumoraux, à fort potentiel cytotoxique et sensibles aux AcM 
anti-PD-1, contribuent à l’efficacité clinique des inhibiteurs des PCI. En effet, Nous 
avons montré qu’une proportion élevée de TIL CD8 épuisés dans la tumeur des 
patients est corrélée à la réponse au traitement et à la survie. 
 
Figure 34 : Caractérisation des LT CD8 spécifiques des Ag tumoraux chez les 
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Les LT CD4 conventionnels non Treg ont un rôle auxiliaire bien connu dans l’amorçage 
des LT CD8 au niveau des LN. En effet, ils coopèrent avec les DC via l’interaction 
CD40/CD40L, permettant l’activation, la différentiation et la prolifération des LT CD8 
cytotoxiques. Cependant, leur rôle au site tumoral est nettement moins étudié.  
Il a été montré que les TIL CD4 spécifiques des Ag tumoraux s’accumulent au site de 
la tumeur en comparaison à la périphérie, suggérant leur implication directe ou 
indirecte dans la phase effectrice de la réponse immunitaire anti-tumorale. Les TIL 
CD4 ne reconnaissent pas directement les cellules tumorales puisqu’elles n’expriment 
pas de molécule du CHM-II. Cependant, il a été montré qu’ils peuvent reconnaître les 
DC présents au site tumoral. Leur rôle dans l’immunité anti-tumorale in situ semble 
évident, néanmoins, les mécanismes exacts sont encore à identifier. 
Une étude récente, dans un modèle murin, montre que les TIL CD4 spécifiques de la 
tumeur sont nécessaires pour la prolifération et la différentiation des TIL CD8 
spécifiques des Ag tumoraux et également pour l’efficacité de l’immunothérapie par 
AcM anti-PD-1731. D’autre part, il a été démontré qu’une communication entre les TIL 
CD8 et les DC est essentielle pour une réponse efficace au blocage de PD-1732. Ces 
données chez la souris suggèrent un rôle auxiliaire des TIL CD4 nécessaire dans 
l’activité effectrice des TIL CD8. De plus, les DC semblent également jouer un rôle 
important dans l’activation des TIL CD8 lors du blocage de PD-1.  
L’étude phénotypique et fonctionnelle des TIL CD4 ainsi que l’analyse de leur 
contribution à l’efficacité du blocage de PD-1 chez l’homme pourraient permettre 
d’identifier leur rôle dans l’activation des TIL CD8 et de les définir comme cible 
thérapeutique potentielle.  
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Introduction
By virtue of  their direct antitumor cytotoxic effector functions, CD8 T cells have been at the core of  antitu-
mor immunity investigations. We, and others, have nonetheless shown that circulating CD4 T cells specific 
for tumor antigens (Ags) are detectable in patients bearing Ag+ tumors (1, 2). The contribution of  CD4 T 
cells to CD8 T cell priming, whereby CD4 T cells help foster clonal expansion and acquisition of  CD8 
T cell memory and effector functions, is generally acknowledged (3). In addition to their foreseeable role 
at the priming phase and despite the lack of  MHC class II molecule expression in the vast majority of  
tumor cells, CD4 T cells are thought to exert effector functions through for instance IFN-γ secretion (4). 
We showed that tumor Ag–specific CD4 T cells accumulate at tumor sites, where they are found at higher 
proportions than in the circulation, supporting their involvement in direct or indirect antitumor effector 
functions in situ (1, 5). Recently, the presence of  tumor-specific CD4 T cells, specifically at the tumor site, 
was shown to be necessary for immune-mediated tumor rejection (6).
The clinical success of  immune checkpoint blockade (ICB) roused interest in understanding T cell 
exhaustion as a means of  developing more potent immunotherapy combinations and identifying biomark-
ers of  response. The study of  T cell exhaustion in patients with cancer, mainly focused on CD8 T cells, 
uncovered exhaustion as a marker of  tumor specificity and of  response to ICB (7–9). Here, we undertook 
Tumor antigen–specific CD4 T cells accumulate at tumor sites, evoking their involvement in 
antitumor effector functions in situ. Contrary to CD8 cytotoxic T lymphocyte exhaustion, that of 
CD4 T cells remains poorly appreciated. Here, using phenotypic, transcriptomic, and functional 
approaches, we characterized CD4 T cell exhaustion in patients with head and neck, cervical, 
and ovarian cancer. We identified a CD4 tumor-infiltrating lymphocyte (TIL) population, defined 
by high PD-1 and CD39 expression, which contained high proportions of cytokine-producing 
cells, although the quantity of cytokines produced by these cells was low, evoking an exhausted 
state. Terminal exhaustion of CD4 TILs was instated regardless of TIM-3 expression, suggesting 
divergence with CD8 T cell exhaustion. scRNA-Seq and further phenotypic analyses uncovered 
similarities with the CD8 T cell exhaustion program. In particular, PD-1hiCD39+ CD4 TILs expressed 
the exhaustion transcription factor TOX and the chemokine CXCL13 and were tumor antigen 
specific. In vitro, PD-1 blockade enhanced CD4 TIL activation, as evidenced by increased CD154 
expression and cytokine secretion, leading to improved dendritic cell maturation and consequently 
higher tumor-specific CD8 T cell proliferation. Our data identify exhausted CD4 TILs as players in 
responsiveness to immune checkpoint blockade.
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the analysis of  tumor-infiltrating CD4 T cell exhaustion in patients with cancer and present data position-
ing exhausted CD4 T cells as players of  response to ICB.
Results
Coexpression of  high PD-1 and CD39 defined a population of  functionally exhausted CD4 TILs. We showed that circulat-
ing tumor Ag–specific CD8 T cells in patients with epithelial malignancies express intermediate levels of PD-1 
and TIGIT (7). When they infiltrate tumors, they sequentially express CTLA-4 and then TIM-3 and concomi-
tantly upregulate PD-1 and TIGIT, leading to an exhausted population that we named quadruple positive (QP), 
i.e., expressing the 4 immune checkpoints (ICs) (7). To investigate CD4 T cell exhaustion, because virtually 
all CD4 tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) do not express CD45RA, we assessed IC expression in memo-
ry conventional FOXP3- CD4 T cells (CD4 Tconvs; Supplemental Figure 1A; supplemental material available 
online with this article; https://doi.org/10.1172/jci.insight.142513DS1) from TILs of patients with head and 
neck cancer, cervical cancer, and ovarian cancer (OC). The proportion of cells expressing PD-1 was the highest, 
followed by that of cells expressing TIGIT, CTLA-4, and then TIM-3 (Supplemental Figure 1B). Comparison 
of IC expression among tumor types showed that PD-1+ cells were detected at higher proportions in OC sam-
ples than in head and neck cancer samples (Supplemental Figure 1B). Expression of TIGIT, CTLA-4, and 
TIM-3 was systematically associated with that of PD-1 (Supplemental Figure 1B), and correlation analyses 
revealed significant positive correlations between proportions of cells expressing PD-1 and those expressing each 
of the other ICs (Supplemental Figure 1B). IC coexpression analysis showed that the proportion of QP cells 
was much lower among CD4 TILs (range, 0.23%–43.81%; median, 3.28%; Supplemental Figure 2A) than CD8 
TILs (range, 0.7%–62%; median, 20.69%; ref. 7). In CD8 TILs, we showed that IC accumulation is an indica-
tor of chronic stimulation, whereby the QP population, identified by TIM-3 expression, represents terminally 
exhausted tumor Ag–specific T cells (7, 10). The reduced proportion of QP CD4 TILs could be compatible with 
lower terminal exhaustion or could imply that terminally exhausted CD4 TILs express different markers. None-
theless, as in CD8 TILs, sequential CTLA-4 and then TIM-3 expression in CD4 Tconv TILs was concomitant to 
enhanced expression of PD-1 and TIGIT (Supplemental Figure 2B). Exhausted CD8 TILs express the ectonu-
cleotidase CD39 (8) and its expression is virtually limited to QP CD8 TILs (7). In CD4 TILs, CD39 was likewise 
expressed in a significant proportion of QP cells (Supplemental Figure 2C). Nonetheless, among TIM-3– CD4 
TIL subpopulations, significant proportions of cells expressed CD39 (Supplemental Figure 2C).
We therefore investigated in more depth CD39 expression in CD4 TILs. On average, 37.9% of  CD4 
Tconv TILs expressed CD39; all CD39+ cells expressed high levels of  PD-1 (PD-1hi); and CD39 expres-
sion was positively correlated to that of  PD-1 (Figure 1A). No difference was found in the proportion of  
CD39+ cells among tumor types (Supplemental Figure 2D). Because high PD-1 expression is associated 
with exhaustion, we analyzed expression of  ICs, including CD39, among PD-1neg, PD-1int, and PD-1hi CD4 
Tconv TILs (Figure 1B). The PD-1hi population contained the highest proportions of  cells expressing the 
investigated ICs (Figure 1, C and D). Most PD-1hi cells expressed TIGIT, CTLA-4, and CD39, whereas the 
proportion of  TIM-3+ cells was lower (Figure 1, C and D). We compared, in CD8 and CD4 Tconv TILs, 
CD39 and TIM-3 expression among PD-1hi cells. Within the PD-1hi CD4 Tconv fraction, CD39 expression 
occurred alone or combined with that of  TIM-3, whereas cells expressing TIM-3 only were rarely detected 
(Figure 1E). In contrast, within CD8 PD-1hi cells, CD39 and TIM-3 were systematically coexpressed (Fig-
ure 1E). These data show divergence in CD39 and TIM-3 expression between CD4 and CD8 TILs and 
suggest that exhausted CD4 TILs could be identified by expression of  CD39 rather than TIM-3.
To explore the functional consequences of  CD39 expression in CD4 Tconv TILs, we stimulated CD4 
TILs with PMA and ionomycin and assessed IFN-γ and TNF-α production in Tconv TIL subsets defined 
according to PD-1 and CD39 expression, i.e., PD-1–CD39–, PD-1loCD39–, PD-1hiCD39–, and PD-1hiCD39+ 
(Figure 2A). The 2 CD4 Tconv PD-1hi populations contained the highest proportions of  cytokine+ cells, 
implying advanced differentiation. Assessment of  the differentiation stage of  CD4 Tconv TILs according 
to PD-1 expression confirmed this assumption. The PD-1– population contained the highest proportion of  
central memory (CD45RA–CCR7+) cells, whereas the PD-1hi population was enriched in effector memory 
(CD45RA–CCR7–) cells (Supplemental Figure 3). Within PD-1hi populations, CD39– cells contained high 
proportions of  polyfunctional IFN-γ+TNF-α+ cells. Their proportions were lower in CD39+ cells, in favor of  
IFN-γ single-positive cells, indicative of  terminal exhaustion (Figure 2A) (11). Analysis of  IFN-γ+ and TNF+ 
populations showed that their respective MFIs were lower in PD-1hiCD39+ cells than in all other populations 
(Figure 2B), suggesting that these cells produce lower amounts of  cytokines. The proportion of  cytokine+ 
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cells and their MFIs did not vary according to TIM-3 expression in PD-1hiCD39+ cells (Figure 2, A and B). 
Ex vivo cell sorting of  the 4 CD4 Tconv TIL populations, defined according to PD-1 and CD39 expression, 
followed by PMA/ionomycin stimulation and secreted cytokine quantification, showed that PD-1hiCD39+ 
cells produced lower amounts of  IFN-γ and TNF-α as well as IL-2 (Supplemental Figure 4), features that 
corroborated their functional exhaustion. In vitro–expanded PD-1hiCD39+ cultures produced lower amounts 
of  cytokines after restimulation compared with the other subpopulations (Figure 2C). Collectively, these 
results put forward CD39, rather than TIM-3, as a marker of  terminal exhaustion in CD4 Tconv TILs. In 
agreement with this assumption, expression of  the CD8 T cell exhaustion transcription factor TOX (12, 13) 
was highest in PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs (Supplemental Figure 5 and Figure 2D).
scRNA-Seq revealed exhaustion, tumor residency, and late differentiation signatures in CD39+ CD4 TILs. To further 
characterize PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs, we performed scRNA-Seq of  total CD45+ cells isolated ex vivo 
from 4 head and neck tumors. Of 9872 CD45+ cells, 2060 (20.8%) were identified as CD4 Tconvs based on 
the coexpression of  CD3D, CD3E, and CD3G; the detection of  barcoded anti-CD4 mAbs; and absence of  
Figure 1. CD39 expression in CD4+ Tconv TILs. Isolated CD4+ and CD8+ TILs were stained ex vivo and analyzed by flow cytometry. (A) Dot plot shows 
PD-1 versus CD39 expression in cells gated on memory CD4 Tconvs as shown in Supplemental Figure 1A. Proportions of CD39+ cells (center, n = 21) and 
correlation between the proportion of PD-1+ and CD39+ (right, n = 19) in CD4 Tconvs. (B) Dot plot shows PD-1 expression and gates defining PD-1neg, PD-1int, 
and PD-1hi cells within CD4 Tconvs. Proportions of PD-1neg, PD-1int, and PD-1hi cells in CD4 Tconvs (n = 21). (C and D) Histogram plots in C show TIGIT, CD39, 
CTLA-4, and TIM-3 expression in PD-1neg, PD-1int, and PD-1hi CD4 Tconvs and proportions are summarized in D (n = 21). (E) Dot plot shows TIM-3 versus CD39 
expression in PD-1hi CD4 Tconvs. Proportions of TIM-3–CD39–, TIM-3+CD39–, TIM-3–CD39+, and TIM-3+CD39+ cells among PD-1hi CD4 Tconvs (n = 21) and PD-1hi 
CD8+ TILs (n = 10). Data are presented as mean ± SD. **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001. Pearson’s correlation (A), 2-tailed paired t test or Wilcoxon 
(D), and 2-tailed unpaired t test (E) were used to compare variables. Tconvs, conventional FOXP3- CD4 T cells; TILs, tumor-infiltrating lymphocytes.
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FOXP3. Clustering of  CD4 T cells identified 15 clusters (Figure 3A). Differential mRNA expression analysis 
between ENTPD1 (CD39) positive and negative CD4 Tconv (Figure 3B) identified 291 differentially expressed 
genes. Among ICs, CTLA4, HAVCR2, and LAG3 were upregulated in ENTPD1+ cells (Figure 3C). CTLA4 was 
expressed in the same clusters as ENTPD1, whereas HAVCR2 (TIM-3) was expressed only in a subpopulation 
of  ENTPD1+ cells (Figure 3C), confirming flow cytometry data. Expression of  LAG3 was detected in the same 
clusters as HAVCR2 (Figure 3C). We computed a pseudotime maturation trajectory. Visualizing gene expres-
sion levels in cells along the trajectory showed early acquisition of  CTLA4 in comparison with ENTPD1, 
Figure 2. PD-1hiCD39+ tumor-infiltrating CD4 Tconvs are functionally exhausted. (A and B) Isolated CD4+ TILs were 
stimulated in vitro with PMA/ionomycin and stained and analyzed by flow cytometry. (A) Top left dot plot shows PD-1 
versus CD39 expression in CD4 Tconvs. IFN-γ versus TNF-α expression is shown in the indicated CD4 Tconv populations. 
Proportions of cytokine+ (IFN-γ and/or TNF-α; bottom left) and TNF-α+IFN-γ–, TNF-α–IFN-γ+, and TNF-α+IFN-γ+ cells in 
PD-1–CD39–, PD-1loCD39–, PD-1hiCD39–, and PD-1hiCD39+ subsets and according to TIM-3 expression (n = 8). (B) Dot plots 
show CD39 versus IFN-γ or TNF-α in CD4 Tconvs. Numbers in dot plots correspond to MFI of cytokine staining. MFI of 
IFN-γ and TNF-α staining in IFN-γ+ and TNF-α+ cells, respectively, are summarized for Tconv subpopulations defined as in 
A (n = 8). Samples in A and B are shown according to the proportion of TIM-3+ cells among PD-1hiCD39+ CD4 Tconv (<50% 
TIM-3+, square; ≥50% TIM-3+, triangle; unknown, round) (C) CD4 Tconv TIL subsets PD-1–CD39– (gray), PD-1loCD39– (green), 
PD-1hiCD39– (blue), and PD-1hiCD39+ (red) were sorted, expanded in vitro for 10 days, and restimulated or not with PMA/
ionomycin overnight. TNF-α and IFN-γ secretion was quantified by CBA in the supernatant (n = 5). (D) Isolated CD4+ TILs 
were stained ex vivo and analyzed by flow cytometry. Proportions of TOX+ cells in each Tconv subset are summarized (n 
= 10). Data are presented as mean ± SD. **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001. P values were determined using the Wil-
coxon (A and B) and 2-tailed paired t tests (D). Bonferroni’s correction was applied to account for multiple testing in D and 
significance level was adjusted accordingly (*P < 0.0083; **P < 0.00166; ***P < 0.000166). Tconvs, conventional FOXP3- 
CD4 T cells; CBA, cytometric bead array; TILs, tumor-infiltrating lymphocytes.
5insight.jci.org   https://doi.org/10.1172/jci.insight.142513
R E S E A R C H  A R T I C L E
Figure 3. scRNA-Seq of tumor-infiltrating CD4 Tconvs. CD45+ cells isolated ex vivo from 4 head and neck cancer specimens were subjected to scRNA-Seq. 
(A) t-SNE plot of 2060 CD4 Tconvs color-coded by their associated cluster. (B) Results of differential expression analysis of scRNA-Seq data from ENTPD1+ 
versus ENTPD1– CD4 Tconvs are shown in a volcano plot. Genes significantly upregulated in ENTPD1+ cells are shown in red and those significantly downreg-
ulated are shown in orange. (C) Violin plots showing the expression of CTLA4, HAVCR2, and LAG3 in ENTPD1– and ENTPD1+ cells (left) and t-SNE plots col-
or-coded by levels of expression (gray to red) of ENTPD1, CTLA4, HAVCR2, and LAG3 (right). (D) t-SNE plots showing analysis of TOX exhaustion gene sets 
(left,ref. 15, and right, ref. 12) using Single-Cell Signature Explorer Viewer. Tconvs, conventional FOXP3- CD4 T cells; TILs, tumor-infiltrating lymphocytes.
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whereas those of  HAVCR2 and LAG3 appeared at later stages (Supplemental Figure 6). Differential analysis 
showed that ENTPD1+ cells expressed activation markers (IL2RA and genes encoding proteins of  the MHC 
class II presentation pathway; Supplemental Figure 7A) and genes encoding proteins involved in metabolic 
pathways (Supplemental Figure 7B), suggesting that CD39+ CD4 TILs are activated. Similar to exhausted CD8 
TILs (7), ENTPD1+ CD4 TILs showed loss of  early T cell differentiation markers CCR7 and TCF7 (TCF-1) 
(Supplemental Figure 7C), compatible with their advanced differentiation. Among tissue-resident memory 
(Trm) cell markers expressed by exhausted CD8 TILs (7), CD4 TILs did not express the adhesion molecules 
CD103 and CD49a (Supplemental Figure 8, A and B) but expressed CD69 (Supplemental Figure 8C). Differ-
ential mRNA analysis revealed that ENTPD1+ cells exhibited S1PR1 downmodulation (Supplemental Figure 
7D). In addition, ENTPD1+ cells expressed CXCR6 (Supplemental Figure 7E), which binds CXCL16 pro-
duced in secreted and membrane-bound forms by myeloid cells. Among genes expressed in exhausted CD8 
TILs (7, 9), ENTPD1+ cells expressed SOX4 and CXCL13 (Supplemental Figure 7F). Finally, in agreement 
with TOX expression in PD-1hiCD39+ CD4 TILs (Figure 2D), ENTPD1+ clusters overexpressed TOX tran-
scriptomic signatures (14), identified by Alfei et al. (15) and Khan et al. (12), after transduction of  T cells with 
TOX-encoding retroviruses (Figure 3D). Altogether, these results show that exhausted CD4 TILs, identified 
by high PD-1 and CD39 expression, share characteristics of  the CD8 T cell exhaustion program. Of note, in 
agreement with previous reports showing no overlap between CD39 or ICs and CD73 expression in human 
CD4 T cells (16), we detected no expression of  NT5E (CD73) in Tconv TILs (Supplemental Figure 7G).
PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs encompassed tumor Ag–specific cells and provided help to CD8 T cells upon PD-1 
blockade. We investigated Ag specificity of tumor-infiltrating CD4 Tconvs according to PD-1 and CD39 expres-
sion. We used the cancer testis Ag NY-ESO-1 as a model (5) and selected a patient with OC who exhibit-
ed antibody and CD8 T cell responses to the Ag (7). We sorted ex vivo CD4 Tconv TILs into PD-1–CD39–, 
PD-1hiCD39–, and PD-1hiCD39+ subsets (Figure 2A) and cloned them. In vitro–expanded clonal populations 
from the PD-1hiCD39– and PD-1hiCD39+ subsets conserved, for the largest part, their ex vivo phenotype (Figure 
4, A and B). A proportion of clones derived from sorted PD-1–CD39– cells gained some level of PD-1 and/or 
CD39 expression (Figure 4, A and B). We stimulated all clones with a pool of overlapping peptides encompassing 
full-length NY-ESO-1. Five of twenty-two clones originating from the PD-1hiCD39+ subpopulation specifically 
secreted IFN-γ in response to Ag stimulation, whereas none of the 54 and 17 clones obtained from the PD-1–
CD39– and PD-1hiCD39– subsets, respectively, showed Ag recognition (Figure 4C). To characterize the fine spec-
ificity of NY-ESO-1–specific clones, we stimulated them with the 17 single peptides from the NY-ESO-1 peptide 
pool. We found that the 5 clones represented 3 different fine specificities (Supplemental Figure 9, A–D) and 3 
different MHC restrictions as shown by inhibition of the response after stimulation in the presence of blocking 
mAbs specific for HLA-DR, HLA-DP, and HLA-DQ (Supplemental Figure 9E). These data demonstrate the sta-
bility of the exhausted PD-1hiCD39+ CD4 Tconv phenotype and suggest that this subset encompasses tumor Ag– 
specific CD4 T cells. Ex vivo stimulation of 3 different CD4 TIL samples, from 2 NY-ESO-1 responder patients, 
with the NY-ESO-1 peptide pool showed that specific CD154 upregulation and IFN-γ production were nearly 
exclusively detected in the PD-1hiCD39+ Tconv subset (Supplemental Figure 10), confirming the PD-1hiCD39+ 
phenotype of tumor Ag–specific CD4 Tconv TILs. Of note, in agreement with their exhausted phenotype, only 
a minority of specific T cells, identified by CD154 upregulation in response to Ag stimulation, produced IFN-γ 
(Supplemental Figure 10). We suggest that, similar to CD8 TILs (7–9), CD4 T cell exhaustion at the tumor site 
is instated in tumor Ag–specific T cells as a result of chronic exposure to the Ag.
We investigated whether blocking anti–PD-1 mAbs could directly affect exhausted CD4 T cell helper 
activity. We first analyzed the impact of  PD-1 blockade on the capacity of  CD4 Tconv TILs to help DC 
maturation. Cytokine secretion by CD4 T cells and DCs increased in CD4/immature DCs (iDCs) cocul-
tures when CD4 TILs were pretreated with anti–PD-1 in comparison with cocultures with nontreated 
CD4 TILs (Figure 4D). In agreement with these results, we found that PD-1 blockade enhanced CD154 
(CD40L) expression in CD4 TILs after stimulation (Figure 4E), implying enhanced ability to induce iDC 
maturation through CD40-CD40L interaction. Accordingly, anti–PD-1 pretreatment of  CD4 TILs led to 
enhanced DC maturation, as evidenced by increased expression of  the costimulatory ligand CD86 (Figure 
4F) in addition to enhanced IL-12 secretion (Figure 4D). These results show that CD4 TILs can be targeted 
by anti–PD-1 mAbs, leading to CD4 TIL activation-mediated DC maturation.
We next asked whether anti–PD-1-mediated CD4 TIL rescue, leading to DC maturation, could affect 
CD8 T cell proliferation. We selected patients with OC with CD8 T cell responses to NY-ESO-1 identi-
fied by HLA/peptide multimer staining (7). We preincubated or not CD4 TILs from these patients with 
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Figure 4. PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs encompass tumor Ag–specific cells and respond to PD-1 blockade by enhancing DC-mediated CD8 T cell proliferation.  
(A–C) Ex vivo isolated CD4+ TILs from one OC NY-ESO-1–seropositive patient were FACS-sorted into PD-1–CD39–, PD-1hiCD39–, and PD-1hiCD39+ CD4 Tconv 
(CD3+CD4+CD25-CD127+) subsets and cloned. (A and B) Clonal populations were stained and analyzed by flow cytometry. (A) PD-1 versus CD39 expression in 
clones representative of the 3 sorted Tconv populations. (B) Proportions of PD-1+ and CD39+ cells are summarized for all clones derived from PD-1–CD39– (n = 
54), PD-1hiCD39– (n = 17), and PD-1hiCD39+ (n = 22) subsets. (C) IFN-γ concentration in the supernatant was quantified by ELISA for each clone stimulated with 
NY-ESO-1 peptide pool (fold increase over unstimulated condition) (n as in B). (D–F) Ex vivo CD4+ TILs (± anti–PD-1 mAbs pretreatment) were cocultured with 
iDCs in the presence or absence of PHA. (D) TNF-α, IFN-γ, IL-2, and IL-12 concentrations were quantified by CBA in the 24-hour supernatants (n = 3). (E) Histo-
gram plots show CD154 expression in CD4 Tconvs after 6-hours stimulation. Proportions of CD154+ cells are summarized (n = 5). (F) Histogram plots show CD86 
expression in DCs in day 2 cultures. MFI of CD86 staining are summarized (n = 4). (G) CD4+ TILs from OC NY-ESO-1–seropositive patients (± anti–PD-1 mAbs 
pretreatment); autologous iDCs and circulating CD8 T cells were cocultured in the presence of NY-ESO-1 peptides, stained with MHC-I/NY-ESO-1 peptide mul-
timers on day 10, and analyzed by flow cytometry. Examples of dot plots show multimer staining and CD8 expression and proportions of multimer+CD8+ cells 
are summarized (n = 5). A 2-tailed paired t test was used to compare variables (E and F). Bonferroni’s correction was applied to account for multiple testing (E 
and F) and significance level was adjusted accordingly (*P < 0.016; **P < 0.0032). (E and F). Tconvs, conventional FOXP3- CD4 T cells; TILs, tumor-infiltrating 
lymphocytes; OC, ovarian cancer; iDCs, immature DCs; CBA, cytometric bead array.
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anti–PD-1 mAbs and cocultured them with autologous iDCs and circulating CD8 T cells in the presence of  
NY-ESO-1 peptides (Supplemental Figure 11). Proliferation of  NY-ESO-1–specific CD8 T cells in response 
to the Ag increased in the presence of  anti–PD-1 pretreated CD4 TILs in comparison with nontreated CD4 
TILs (Figure 4G). We previously found that PD-1+ circulating tumor–specific CD8 T cells proliferate after 
Ag stimulation and PD-1 inhibition (7). Data presented here show that PD-1 blockade could in addition indi-
rectly contribute to tumor-specific CD8 T cell proliferation through in situ reactivation of  tumor Ag–specific 
PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs and DC maturation.
Discussion
Our results set forth exhausted CD4 T cells at the tumor site as players of response to PD-1 blockade. We identi-
fied high expression of PD-1 associated with CD39 expression as markers of CD4 T cell exhaustion in situ in 3 
epithelial malignancies. PD-1hiCD39+ CD4 TILs shared characteristics of CD8 T cell exhaustion, in particular, 
expression of the exhaustion transcription factor TOX (7, 13) and its target genes (12, 15) as well as specificity for 
tumor Ags (7–9). We showed that although the PD-1hiCD39+ CD4 TIL population contained high proportions of  
cytokine-producing cells, the amount of cytokines produced by these cells was lower than that produced by cyto-
kine+ cells within the other CD4 TIL subpopulations, supporting their exhausted state. PD-1 blockade in CD4 
TILs increased the amount of cytokines produced as well as CD154 upregulation after stimulation, leading to 
enhanced DC maturation. In a tumor Ag–specific model, we showed that PD-1 blockade in specific PD-1hiCD39+ 
CD4 TILs supported proliferation of autologous CD8 T cells specific for the same Ag, implying that CD4 TILs 
exert helper functions in situ, which could be enhanced by PD-1 blockade. Based on the results presented here 
and our previous work (7), we propose a model whereby circulating PD-1+ tumor–specific CD8 T cells reach the 
tumor site where they are stimulated by DCs, proliferate, acquire Trm markers to be retained locally, and become 
terminally exhausted. Under anti–PD-1/PD-L1, CD8 proliferation could be enhanced through direct blockade of  
PD-1 on CD8 T cells and through reinvigoration of the helper activity of tumor Ag–specific CD4 T cells.
CD8 T cell exhaustion is instated as a means of adapting the immune response to chronic infection and 
cancer (17, 18). It has been proposed that degrees of exhaustion are linked to disease severity (18). In line with 
this concept, we showed that ICs are sequentially acquired by tumor–specific CD8 T cells at the tumor site, 
leading to a terminally exhausted population characterized by TIM-3 expression, the latter being acquired at late 
stages after PD-1, TIGIT, and CTLA-4 expression acquisition (7). Other studies also found that TIM-3+ CD8 
TILs are terminally exhausted and encompass tumor-specific cells (8–10). This exhaustion stage was attained by 
Ag-specific CD8 TILs but not by bystander T cells specific for, for instance, viral Ags (7), suggesting that chronic 
stimulation in the tumor milieu could be responsible for its instatement. Contrary to CD8 TILs, where CD39 
and TIM-3 are virtually always coexpressed, the exhausted PD-1hiCD39+ CD4 TIL population harbored both 
TIM-3– and TIM-3+ cells. This could reflect a lesser degree of chronic stimulation at the tumor site, compatible 
with the fact that CD4 TILs recognize Ag-presenting cells (APCs) but not tumor cells that are, for most tumor 
types, devoid of MHC class II molecules, in contrast to CD8 TILs that are stimulated by both APC and tumors 
(4). Expression of activation markers and proteins involved in metabolic pathways together with the absence 
of early memory markers were nonetheless in agreement with the chronic stimulation of exhausted CD4 TILs 
at the tumor site. Accordingly, PD-1hiCD39+ CD4 TILs exhibited several features found in exhausted CD8 T 
cells, including expression of TOX and its target genes (12, 13, 15) as well as that of SOX-4 and CXCL13. 
SOX-4–mediated CXCL13 production by CD4 T cells is involved in the formation of ectopic lymphoid-like 
structures (TLSs) in rheumatoid arthritis (19). CXCL13 expression by exhausted CD8 TILs is associated with 
B cell recruitment and TLS formation (20). Our results imply that exhausted CD4 TILs could also contribute to 
B cell recruitment and TLS formation within the tumor microenvironment. We and others found that exhaust-
ed CD8 TILs express the Trm markers CD103, CD69, and CD49a (7, 8, 21). Of those, exhausted CD4 TILs 
expressed CD69 only but expressed CXCR6 and exhibited S1PR1 downmodulation. CXCR6 expression could 
imply enhanced interaction of CD4 TILs with APC, which produce the secreted and membrane-bound forms 
of the CXCR6 ligand CXCL16, and could be indicative, with CD69 expression and S1PR1 downregulation, of  
their tissue residency (7, 22, 23). Expression of activation markers, indicative of in situ stimulation and prolifera-
tion, and tissue residency are compatible with the accumulation of tumor Ag–specific CD4 T cells at the tumor 
site where they are found at higher frequencies than in the periphery (5) and could imply that, like exhausted 
CD8 TILs, exhausted CD4 TILs encompass Ag-specific T cells. Our data show that T cells specific for the can-
cer testis Ag NY-ESO-1 are solely found within the PD-1hiCD39+ CD4 TIL population. In a distinct tumor Ag 
model, CD39+ CD4 and CD8 TILs were found to be specific for HPV Ags in HPV-induced malignancies (24).
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The presence of exhausted CD8 T cells within tumors, being indicative of an ongoing antitumor immune 
response, is correlated to clinical responsiveness to ICB (7, 10, 25). Clinical responses are correlated to both 
exhausted tumor Ag–specific CD8 T cell proliferation (7, 26, 27) in the periphery and at the tumor site and in 
situ reversal of exhaustion (7). Accumulation of tumor Ag–specific CD4 T cells at tumor sites indicates that 
they play effector functions through, for instance, IFN-γ secretion (4). Alspach and colleagues showed that the 
presence of tumor Ag–specific cells, specifically among CD4 TILs, was necessary for tumor regression after 
immunotherapy by PD-1/PD-L1 axis blockade in a mouse model (6), suggesting that PD-1 blockade directly 
targets PD-1+ CD4 TILs. Our results show that PD-1 blockade, specifically on CD4 TILs, increased their helper 
functions as evidenced by enhanced DC maturation, leading to increased CD86 expression and IL-12 secretion. 
In the NY-ESO-1 model, we showed that PD-1 blockade on CD4 TILs led to enhanced proliferation of autolo-
gous NY-ESO-1–specific CD8 T cells supporting a major role for CD4 help in CD8 T cell proliferation in situ. 
This is in agreement with the requirement for a DC and CD8 T cell crosstalk and IL-12 and IFN-γ secretion for 
responsiveness to immunotherapy (28). Results obtained in the NY-ESO-1 model, whereby specific CD4 T cells 
are PD-1hiCD39+, show that anti–PD-1 can restore helper functions of this terminally exhausted population.
The ectonucleotidase activity of  CD39 cleaves extracellular ATP and ADP into AMP that is in turn 
converted into adenosine by the ectonucleotidase CD73. Because ATP is able to enhance DC maturation 
through purinergic/pyrimidinergic receptors (29), its consumption by CD39 on exhausted CD4 T cells could 
contribute to, in addition to their exhaustion, their reduced helper activity towards DC. It would be of  interest 
to assess this hypothesis using blocking anti-CD39 mAbs. However, because CD39 is also expressed by DCs, 
it would be complex in a coculture system, like the one we used here, to assess the specific contribution of  
CD4 T cells to modulation of  ATP concentrations. Adenosine has an immunosuppressive activity and can 
have direct effects on T cells, leading to reduced proliferation (29). We showed that CD39+ CD4 TILs did not 
express CD73, which was in agreement with previous reports showing no coexpression of  CD39 and CD73 
in CD4 TILs (16). Therefore, CD39 could not be directly involved in CD4 TIL exhaustion in a cell-intrinsic 
manner. However, CD39 expression by exhausted CD4 TILs could contribute to adenosine production in 
the context of  the tumor microenvironment, where CD73 is expressed both by immune and tumor cells (29).
Methods
Patient and healthy donor samples. Peripheral blood and tumor samples were collected from 63 patients with head 
and neck, ovarian, and cervical cancer at the time of surgery for primary disease or for recurrence. The patients 
included in this study were as follows: 14 patients with stage FIGO IB1-IIIB HPV 16 and/or 18 positive cervi-
cal cancer with squamous and adenocarcinoma histology (primary disease, 13 patients; recurrence, 1 patient); 
25 patients with stage FIGO IIIB-IVA OC (primary disease, 22 patients; recurrence, 3 patients; high-grade 
serous carcinoma, 22 patients; clear cell carcinoma, 1 patient; carcinosarcoma, 2 patients); and 24 patients 
with newly diagnosed (22 patients) or locoregional recurrent (2 patients) head and neck cancer. All patients had 
histologically documented tumors, were 18 years old or older at the time of study entry, were followed within a 
standard of care procedure, and had an ECOG performance status of 0–2. Exclusion criteria were as follows: 
known history of positive test for hepatitis B, hepatitis C, human immunodeficiency, or hantaviruses; any 
condition contraindicated with blood sampling procedures; pregnancy or breastfeeding; and active suspected 
or prior documented autoimmune disease or use of immunosuppressive medication. Patients did not receive 
any therapy during the 3 months prior to study entry. Blood samples from healthy donors (HDs) were obtained 
from the Etablissement Français du Sang (Toulouse, France).
PBMCs from patients or HDs were isolated by density gradient sedimentation using Ficoll-Hypaque 
(Sigma-Aldrich). Tumor samples were rapidly transported to the research facility on ice. On arrival, samples 
were rinsed with PBS (Sigma-Aldrich), subsequently minced on ice to smaller pieces, between 2 mm and 4 
mm, dissociated using C-tubes (Miltenyi Biotec) and gentleMACS Octo Dissociator (Program MultiC01_01; 
Miltenyi Biotec) in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM; Sigma-Aldrich), and filtered using a 40 
μm nylon mesh (BD Biosciences). PBMCs and tumor single-cell suspensions were cryopreserved in FBS 
(Gibco) containing 10% DMSO (Sigma-Aldrich).
For scRNA-Seq experiments, 4 head and neck tumors were minced as detailed above, transferred into 
digestion medium (Tumor Dissociation Kit, human, Miltenyi Biotec), and dissociated using C-tubes and 
gentleMACS Octo Dissociator (Program h_TDK3, 37°C). Samples were filtered using a 40 μm nylon mesh. 
Cell suspensions were then centrifuged at 300g and 4°C for 7 minutes. The supernatant was discarded and 
cell pellets were resuspended in 1 mL Red Blood Cell Lysis Buffer (Miltenyi Biotec), incubated for 10 minutes 
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at 4°C, centrifuged, and pellets were resuspended in PBS containing 0.04% BSA (EUROMEDEX). CD45+ 
cells were enriched by positive magnetic selection from single-cell suspensions (CD45 MicroBeads, human, 
OctoMACS Separator, MS Columns, Miltenyi Biotec). Finally, cells were counted to determine the propor-
tion of  live cells. Only samples containing greater than 90% live cells were used for scRNA-Seq experiments.
Cell purification and phenotypic assessment. CD4+ and CD8+ cells were enriched from tumor single-cell 
suspensions by magnetic positive selection (CD4 or CD8 MicroBeads, human, Miltenyi Biotec) using 
OctoMACS Separator and MS Columns. Cells were assessed phenotypically by staining with fluoro-
chrome-labeled mAbs specific for CD3, CD4, CD8, CD45RA, PD-1, TIGIT, TIM-3, CD103, CD49a, 
CD69, and CD39, as indicated. For intracellular and intranuclear staining, cells were fixed, permeabilized, 
and stained with mAbs specific for CTLA-4, FOXP3, and TOX using the Transcription Factor Staining 
Buffer Set (eBioscience). mAbs used for flow cytometry analysis are listed in Supplemental Table 1. Cells 
were analyzed using a BD LSRFortessa X20 flow cytometer and data were analyzed using DIVA software 
(BD Biosciences) or Flowlogic software (Miltenyi Biotec).
T cell functional assessment. CD4+ T cells isolated from tumor single-cell suspensions by magnetic pos-
itive selection were stimulated with PMA (100 ng/mL; Sigma-Aldrich) and ionomycin (1 g/mL; Sigma- 
Aldrich) for 6 hours in IMDM supplemented with 1% Penicillin–Streptomycin Solution (Sigma-Aldrich), 
1% MEM Non-Essential Amino Acids Solution (Invitrogen), L-glutamine (2 mM, Invitrogen), and 10% 
human serum (Institut de Biotechnologies Jacques Boy). Brefeldin-A (BFA; 10 μg/mL; Sigma-Aldrich) 
was added 1 hour after the beginning of  the incubation. Cells were then stained, as described above, 
with mAbs specific for CD3, CD4, CD39, PD-1, and FOXP3, and cytokine production was assessed by 
intracellular staining using IFN-γ–specific and TNF-α–specific mAbs (Supplemental Table 1). Cells were 
analyzed by flow cytometry (BD LSRFortessa X20).
For detection of  cytokine secretion, isolated CD4+ TILs were stained with mAbs specific for CD3, 
CD4, CD8, PD-1, CD39, CD127, and CD25, and CD4 Tconvs (CD3+CD8–CD4+CD25–CD127+) were 
sorted into PD-1–CD39–, PD-1loCD39–, PD-1hiCD39–, and PD-1hiCD39+ subsets by flow cytometry cell 
sorting (BD FACSAria Fusion). Sorted cells were stimulated with PMA/ionomycin overnight. mAbs used 
for cell sorting are listed in Supplemental Table 2. TNF-α, IFN-γ, and IL-2 were quantified in the superna-
tant by cytometric bead array (CBA; BD Biosciences).
For cytokine detection after cell expansion, the PD-1–CD39–, PD-1loCD39–, PD-1hiCD39–, and 
PD-1hiCD39+ subsets were sorted as described above and stimulated in vitro with irradiated (35 Gy) 
PBMCs, phytohemagglutinin (PHA; 1 μg/mL; Sigma-Aldrich) and recombinant human (rh) IL-2 (150 IU/
mL; Miltenyi Biotec). Day 20 cultures were stimulated or not with PMA/ionomycin overnight and TNF-α 
and IFN-γ were quantified in the supernatant by ELISA (Invitrogen).
To characterize ex vivo NY-ESO-1–specific CD4 Tconv TILs, magnetically sorted CD4+ TILs were 
cocultured with magnetically sorted autologous circulating CD14+ cells (CD14 MicroBeads, human, 
Miltenyi Biotec) in the presence or absence of  a pool of  17 overlapping 20 to 24 amino acid–long peptides 
encompassing full-length NY-ESO-1 (1 μM of  each peptide in the pool; Peptide 2.0 Inc.; Supplemental 
Table 3) for 6 hours. BFA (3 μg/mL; eBioscience) was added 1 hour after the beginning of  stimulation. 
After surface staining with mAbs specific for CD3, CD4, PD-1, CD39, and FOXP3, intracellular staining 
was performed using mAbs specific for IFN-γ and CD154 and cells were analyzed by flow cytometry.
Droplet-based scRNA-Seq and single-cell gene expression analysis. CD45+ cells (200,000–400,000 cells), prepared 
as detailed above, were stained with barcoded TotalSeq-A mAbs (Biolegend). Single-cell libraries (3′ gene expres-
sion and antibody-derived tag fractions) were generated using the Chromium Controller Instrument and Chro-
mium Single Cell 3′ Library & Gel Bead Kit v3 according to the manufacturer’s protocol (10× Genomics), with 
some modifications as previously described (30). To detect barcoded TotalSeq-A antibodies, an ADT library 
was constructed as previously described for CITE-Seq (30). Single-cell library size and quality were confirmed 
on the Fragment Analyzer (Agilent). KAPA Quantification Kit for Illumina platforms (KAPA Biosystems, 
Roche) was used to quantify libraries. Samples were pooled in equimolar fashion with desired proportions 
for the 2 library types (cDNA library fraction at 90% and ADT library at 10%). The libraries were sequenced 
on a NextSeq 550 (Illumina) in pair-end sequencing 28 bp (read1) × 91 bp (read2) and a single index 8 bp 
in length. Raw data (FastQ files) for expression and antibody detection were computed with CellRanger 
3.0 and the GRCh38 transcriptome as reference (https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-expres-
sion/software/pipelines/latest/using/count). Data were then loaded in an R session with the Seurat 3.0 
toolkit package involving the normalization and variance stabilization package sctransform (31). Samples 
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were individually filtered using unique molecular identifier (<30,000) and percentage of  mitochondrial genes 
(<0.25%) criteria. Using Seurat, data sets were reduced by PCA, using the first 11 principal components to 
reduce dimensionality by t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE). A resolution parameter set 
the granularity at 1.2 for the clustering by the K-nearest neighbor graph-based clustering approach of  Seur-
at’s FindClusters function. Tconvs were selected with Single-Cell Virtual Cytometer software (32) using the 
sum of  CD3D, CD3E, and CD3G gene expression, CD4-barcoded TotalSeq-A mAbs signal, and absence of  
FOXP3 gene expression. Wilcoxon’s P values for differentially expressed genes were adjusted with Benjamini- 
Hochberg at p-vBH greater than 3 and illustrated in a volcano plot. The maturation trajectories of  the select-
ed T cells were computed with the Dynverse package (33) using Slingshot tool (34). Trajectories were rep-
resented as dendrograms. Expression of  genes from the TOX signatures published by Alfei et al. (15) and 
Khan et al. (12) were analyzed using Single-Cell Signature Explorer Viewer (14).
scRNA-Seq data have been deposited in NCBI’s Gene Expression Omnibus and are accessible through 
GEO series accession number GSE148162.
CD4 Tconv TILs cell sorting and cloning and phenotypic and functional characterization of  clonal populations. 
CD4+ cells were magnetically sorted ex vivo from tumor single-cell suspensions, as described above, from 1 
patient with OC, who we previously identified as a responder to NY-ESO-1 with detectable CD8 T cell and 
antibody responses (7). Isolated CD4+ T cells were stained with CD3, CD4, CD8, PD-1, CD39, CD127, 
and CD25 mAbs, and CD4 Tconvs (CD3+CD8–CD4+CD25–CD127+) were FACS-sorted into PD-1–CD39–, 
PD-1hiCD39–, and PD-1hiCD39+ subsets (BD FACSAria Fusion). mAbs are listed in Supplemental Table 2. 
Sorted cells were cloned by limiting dilution in presence of  allogeneic irradiated (35 Gy) PBMCs, PHA (1 
μg/mL), and rhIL-2 (150 IU/mL). Clones were subsequently expanded by periodic stimulation (every 2 to 3 
weeks) under similar conditions. Phenotyping of  clones obtained from each subset was performed on day 12 
after restimulation cultures using mAbs specific for CD3, CD4, PD-1, and CD39 and flow cytometry analysis.
To identify NY-ESO-1–specific clones, all clones from the PD1–CD39–, PD1hiCD39–, and PD1hiCD39+ sub-
sets were incubated overnight in IMDM supplemented with 10% HS in the presence or absence of the NY-ESO-1 
long peptide pool (1 μM) and IFN-γ concentration was assessed in the culture supernatant by ELISA.
For functional assessment of  clones by intracellular cytokine and CD154 staining, monocyte-derived 
iDCs from HLA-matched HDs were used in some experiments. To identify HLA-matched HDs able to 
present NY-ESO-1 peptides to specific clones, total PBMCs from HDs were incubated overnight at 37°C 
in the presence or absence of  the NY-ESO-1 long peptide pool (1 μM). After thorough washing, clones 
were added to PBMCs in IMDM 10% HS medium containing BFA (3 μg/mL). After a 3-hour incubation, 
cells were stained with mAbs specific for CD3, CD4, IFN-γ, and TNF-α and analyzed by flow cytometry. 
To derive iDCs, CD14+ cells were enriched from PBMCs by magnetic positive selection and cultured for 5 
days in IMDM 10% HS supplemented with rhIL-4 and GM-CSF, both at 1000 IU/mL (Miltenyi Biotec).
To determine the fine specificity of  NY-ESO-1–specific clones, they were stimulated independently with 
each of  the NY-ESO-1 long peptides (1 μM) for 4 hours at 37°C in the presence of  HLA-matched iDCs from 
HDs. BFA (3 μg/mL) was added 1 hour after the beginning of  the incubation. After surface staining with 
mAbs specific for CD3 and CD4, intracellular staining was performed using mAbs specific for IFN-γ, TNF-α, 
and CD154 and cells were analyzed by flow cytometry.
For inhibition experiments with blocking anti-HLA class II mAbs, iDCs from HLA-matched HDs were 
preincubated for 1 hour at 37°C with anti-HLA-DR, anti-HLA-DP, or anti-HLA-DQ mAbs (10 μg/mL; Sup-
plemental Table 4), then clones and NY-ESO-1 peptides were added and cultures were supplemented with 
BFA (3 μg/mL) 1 hour after beginning of stimulation. After 4 hours incubation, IFN-γ and TNF-α production 
was assessed by intracellular staining and flow cytometry analysis as described above.
Functional characterization of  CD4 TILs after PD-1 blockade. iDCs were obtained from HD as described above. 
Isolated CD4+ TILs were preincubated or not with anti–PD-1 mAbs (10 μg/mL; Bristol-Myers Squibb) for 30 
minutes at 4°C and washed twice with IMDM supplemented with 10% FBS. iDCs (75,000 to 100,000 cells, per 
well) and anti–PD-1 pretreated or not CD4+ TILs (50,000 to 100,000 cells, per well) were cocultured in the pres-
ence or absence of PHA (1 μg/mL) in IMDM 10% HS. For the assessment of CD40L expression in CD4 cells, 
BFA (3 μg/mL) was added 1 hour after the beginning of the incubation, and intracellular staining was performed 
at 6 hours with mAbs specific for CD154 after surface CD3 and CD4 staining. To assess cytokine secretion and 
DC maturation, supernatants were harvested at 24 hours and cytokine concentration was measured by CBA. 
Cells were harvested at 48 hours using Trypsin-EDTA (Gibco) and stained with mAbs specific for CD86. Cells 
were analyzed by flow cytometry and CD86 MFI was assessed on gated DCs based on FSC and SSC criteria.
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To assess the effect of  CD4 T cell PD-1 blockade on CD8+ T cells, CD8+ cells were magnetically sorted 
from PBMCs from patients with OC, who we previously identified as responders to NY-ESO-1 with detect-
able CD8 T cell and antibody responses (7). Isolated CD8+ T cells (0.5 × 106 to 1 × 106 cells, per well) were 
cocultured with autologous iDCs (200,000 to 400,000 cells, per well), obtained from CD14+ cells as detailed 
above, and autologous CD4+ TILs (200,000 cells, per well) were pretreated or not with anti–PD-1 mAbs (10 
g/mL), as described above, and rhIL2 (20 IU/mL) and stimulated with NY-ESO-1 peptides. Short NY-ESO-1 
peptides (1 μM for HLA-A0201-restricted peptide and 0.5 μM for HLA-Cw0304–restricted and HLA-B3501–
restricted peptides; Peptide 2.0 Inc.; Supplemental Table 5), selected according to patient HLA, were used 
to stimulate specific CD8 T cells and the NY-ESO-1 long peptide pool (1 μM) was used to stimulate specific 
CD4 Tconv TILs. Day 10 cultures were stained with HLA class I dextramers containing NY-ESO-1 pep-
tides (Immudex) for 30 minutes at room temperature prior to anti-CD8 mAbs staining and analyzed by flow 
cytometry. HLA class I/peptide multimers are listed in Supplemental Table 6.
Statistics. Normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. For normally distributed values, the 
2-tailed t test was used in case of  paired or unpaired data. When the values were not normally distribut-
ed, the comparison of  variables was performed with Wilcoxon or Mann-Whitney U test for paired and 
unpaired data, respectively. For each test, a P value of  less than 0.05 was considered significant. Analyses 
were performed with GraphPad Prism 7 software.
Study approval. Peripheral blood and tumor samples were collected from patients with head and neck, 
ovarian, and cervical cancer at the time of  surgery at the Institut Universitaire du Cancer de Toulouse – 
Oncopole in accordance to the Declaration of  Helsinki, upon approval by the Institutional Review Board 
(DC-2016-2656 and DECIdE protocol, NCT03958240) and signed informed consent.
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Supplemental Table 1: List of flow cytometry antibodies 
 
Antibody Clone Catalog 
number 
Manufacturer RRID 
CD3 UCH-T1 555333 BD AB_395740 
CD3 UCH-T1 555332 BD AB_395739 
CD3 UCH-T1 563546 BD AB_2744387 
CD3 UCH-T1 563109 BD AB_2732053 
CD3 UCH-T1 555335 BD AB_398591 
CD4 RPA-T4 560768 BD AB_1937323 
CD4 RPA-T4 564724 BD AB_2738917 
CD8 RPA-T8 560774 BD AB_1937325 
CD39 TU66 563681 BD AB_2738370 
CD45RA HI100 11-0458-42 eBioscience AB_11219672 
CD49a SR84 559596 BD AB_397288 
CD69 FN50 560737 BD AB_1727508 
CD86 2331 (FUN1) 555658 BD AB_396013 
CD103 BER-ACT8 550259 BD AB_393563 
CD152 (CTLA-4) BNI3 563931 BD AB_2738491 
CD154 TRAP1 555700 BD AB_396050 
PD-1 EH12.1 565299 BD AB_2739167 
TIGIT MBSA43 25-9500-42 eBioscience AB_2573548 
CD366 (TIM-3) 7D3 565562 BD AB_2744369 
TOX TXRX10 50-6502-82 eBioscience AB_2574265 
IFN-J B27 557995 BD AB_396977 
TNF-D MAb1 557647 BD AB_396764 
FOXP3 PC5101 56-4776-41 eBioscience AB_1582210 
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Supplemental Table 2: List of antibodies for FACS cell sorting 
 
Antibody Clone Catalog number Manufacturer RRID 
CD3 UCH-T1 561027 BD AB_10561682 
CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 
CD8 RPA-T8 560774 BD AB_1937325 
CD39 TU66 563681 BD AB_2738370 
PD-1 EH12.1 563789 BD AB_2738425 
CD127 HIL-7R-M21 560551 BD AB_1645548 
CD25 B1.49.9 B09684 Beckman Coulter AB_2861133 
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Supplemental Table 4: List of anti-HLA class II functional antibodies 
 
Antibody Clone Catalog number Manufacturer RRID 
HLA-DP B7/21 H260 Leinco Technologies AB_2737518 
HLA-DQ SPVL3 IM0416 Beckman Coulter AB_2861134 
















Supplemental Table 6: List of HLA class I/peptide multimers 
 
 
Peptide HLA Multimer type Catalog number Manufacturer 
NY-ESO-1157-165A A*0201 Dextramer WB-3247-PE Immudex 
NY-ESO-194-102 B*3501 Dextramer WK2701-PE Immudex 
NY-ESO-194-104 B*3501 Dextramer WK5341-PE Immudex 
NY-ESO-192-100 Cw*0304 Dextramer WS3694-PE Immudex 

























Supplemental Figure 1. Immune checkpoints expression in CD4 Tconv TILs. Isolated CD4+ TILs were 
stained ex vivo with fluorochrome-labeled mAbs specific for CD3, CD4, CD45RA, PD-1, TIGIT, CTLA-4, 
TIM-3 and FOXP3 and analyzed by flow cytometry. (A) Gating strategy for CD4 Tconv TILs assessment. 
Left dot plot shows CD3 versus CD4 expression in CD4+ TILs, center histogram plot shows CD45RA 
expression in gated CD3+CD4+ T cells and right dot plot shows FOXP3 expression in gated memory 
(CD45RA–) CD4+ T cells where CD4 Tconv are gated as FOXP3– cells. (B) Dot plots show PD-1 versus 
TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 expression in gated memory CD4 Tconv TILs. Proportions of PD-1+, TIGIT+, 
CTLA-4+ and TIM-3+ cells in CD4 Tconv are summarized for ovarian (OC, n=10, purple), head and neck 
(HNC, n=16, green) and cervical (CC, n=7, yellow) cancer patients (middle). Correlation between the 
proportions of PD-1+ and those of TIGIT+ (n=19), CTLA-4+ (n=31) or TIM-3+ (n=19) CD4 Tconv TILs from 
the three tumor types (bottom). Data are presented as mean ± SD. Mann-Whitney test (middle) and Pearson 
correlation (bottom) were used to compare variables (B). 
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Supplemental Figure 2. Co-expression of immune checkpoints and CD39 defines distinct CD4 Tconv 
TIL subsets. Isolated CD4+ TILs were stained ex vivo with mAbs specific for CD3, CD4, CD45RA, PD-1, 
TIGIT, CTLA-4, TIM-3, CD39 and FOXP3 and analyzed by flow cytometry. (A) Contour plots (right), showing 
CTLA-4 and TIM-3 expression, are gated on PD-1–TIGIT–, PD-1+TIGIT–, PD-1–TIGIT+ and PD-1+TIGIT+ CD4 
Tconv populations as shown in the left contour plot. Proportions of each of the 16 possible combinations of 
immune checkpoint (IC) expression are summarized (n=33). Tconv TIL subpopulations with a median 
proportion > 5% are represented in blue. QP, quadruple positive cells expressing the 4 ICs, i.e. PD-
1+TIGIT+CTLA-4+TIM-3+ Tconv TILs. (B) Mean fluorescence intensity (MFI) of PD-1 and TIGIT in CD4 Tconv 
TIL subpopulations defined in A (with a median proportion > 5%) expressing PD-1 or TIGIT, respectively 
(numbers of samples are as in A). (C) Histogram plots showing CD39 expression in CD4 Tconv TIL 
subpopulations identified in A as representing > 5% of the total population. Proportions of CD39+ cells in 
each subpopulation are summarized (n=16). (D) Proportions of CD39+ cells in CD4 Tconv are summarized 
for ovarian (OC, n=13, purple), head and neck (HNC, n=4, green) and cervical (CC, n=4, yellow) cancer 
patients. Data are presented as mean ± SD. Wilcoxon test or two-tailed paired test were used to compare 




































Supplemental Figure 3. PD-1hi CD4 Tconv TILs are effector memory T cells. CD4+ TILs were stained 
ex vivo with mAbs specific for CD3, CD4, CD45RA, CCR7 and PD-1 and the percentages of naïve (N, 
CD45RA+CCR7+), central memory (CM, CD45RA–CCR7+), effector memory (EM, CD45RA–CCR7–), and 
effector (E, CD45RA+CCR7–) cells among PD-1–, PD1int and PD1hi subsets are represented (n=11). Data 
are presented as mean ± SD. Wilcoxon test was used to compare variables. **, P < 0.01; ***, P < 0.001; 






























Supplemental Figure 4. PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs have reduced cytokine production capacities. 
CD4+ TILs were stained ex vivo with mAbs specific for CD3, CD4, CD8, CD127, CD25, PD-1 and CD39, 
and CD4 Tconv (CD3+CD8–CD4+CD25–CD127+) were sorted into PD-1–CD39–(grey), PD-1loCD39–(green), 
PD-1hiCD39–(blue) and PD-1hiCD39+ (red) subsets that were stimulated or not in vitro with PMA/ionomycin 
overnight. TNF-D, IFN-J and IL-2 were quantified by ELISA in the supernatant (n=4). Data are presented as 
























Supplemental Figure 5. TOX expression in CD4 Tconv TIL subsets. Isolated CD4+ TILs were stained 
ex vivo with mAbs specific for CD3, CD4, CD45RA, PD-1, CD39, TOX and FOXP3 and analyzed by flow 
cytometry. Examples of histogram plots showing TOX expression in CD4 Tconv TIL populations defined 







































Supplemental Figure 6. Pseudotime analysis of scRNA-seq data. Pseudotime maturation trajectory of 
CD4 Tconv based on scRNA-Seq data presented in dendrograms color-coded according to ENTPD1, 
CTLA4, HAVCR2 and LAG3 gene expression levels (n=4). 
 
 

























Supplemental Figure 7. ENTPD1+ CD4 Tconv TILs exhibit features of T-cell activation, late 
differentiation and tumor residency. Differential gene expression analysis between ENTPD1+ and 
ENTPD1– CD4 Tconv was performed using scRNA-Seq data (Figure 3B). (A-F) Violin plots of expression 
of 14 genes shown to be significantly differentially expressed in ENTPD1+ versus ENTPD1– CD4 Tconv 
TILs (n=4). (G) t-SNE plot color-coded by levels of expression (grey to red) of NT5E (CD73) gene.  



























Supplemental Figure 8. Trm markers expression in CD4 Tconv TIL subsets. Isolated CD4+ TILs were 
stained ex vivo with mAbs specific for CD3, CD4, CD45RA, PD-1, CD39, CD49a, CD69, CD103 and FOXP3 
and analyzed by flow cytometry. (A-C) Examples of histogram plots showing CD103 (A), CD49a (B) and 
CD69 (C) expression in CD4 Tconv TIL populations defined according to PD-1 and CD39 expression; PD-





























Supplemental Figure 9. Fine specificity and MHC restriction of PD-1hiCD39+ Tconv TILs-derived NY-
ESO-1-specific clones. (A-D) PD-1hiCD39+ CD4 Tconv TILs-derived clones responding to NY-ESO-1 
peptide pool (Figure 4C) were stimulated or not with each single peptide for 4 hours in the presence of HLA-
matched iDCs from HDs and IFN-J, TNF-D and CD154 expression were analyzed by intracellular staining 
and flow cytometry. (A) Examples of dot plots showing IFN-J versus TNF-D production of the indicated NY-
ESO-1–specific clones in the absence or presence of the indicated NY-ESO-1 peptides (B) Proportions of 
cytokine+ (IFN-J and or TNF-D) cells after stimulation or not of the five NY-ESO-1–specific clones with single 
NY-ESO-1 peptides (C) Examples of histogram plots showing CD154 expression in the indicated NY-ESO-
1–specific clones in the absence or presence of the indicated NY-ESO-1 peptides. (D) Proportions of 
CD154+ cells after stimulation or not of the five NY-ESO-1–specific clones with single NY-ESO-1 peptides. 
(E) Proportions of cytokine+ (IFN-J and/or TNF-D) cells after stimulation with HLA-matched iDCs from HDs 
with corresponding NY-ESO-1 single peptides for C9B5, C5D8 and C10F4 clones, in the presence or 
absence of blocking anti-HLA-DR, anti-HLA-DP and anti-HLA-DQ mAbs. (B,D,E) One experiment 
representative of two independent experiments. 
































Supplemental Figure 10. Ag specificity of Tconv TIL subets. Ex vivo isolated CD4 TILs (n=3) were 
stimulated or not for 6 hours with the NY-ESO-1 peptide pool in presence of autologous circulating CD14+ 
cells and IFN-J and CD154 expression were analyzed by intracellular staining and flow cytometry. (A) Dot 
plots show IFN-J versus CD154 expression for the PD-1–CD39–, PD-1hiCD39– and PD-1hiCD39+ Tconv 
subsets (CD3+CD4+FOXP3–) in presence or absence of the NY-ESO-1 peptide pool. (B, C) Proportions of 































Supplemental Figure 11. Graphical representation of circulating CD8 T-cell stimulation experiment 
with NY-ESO-1 peptides in the presence of autologous CD4+ TILs and iDCs. CD14+ cells were sorted 
from PBMCs of ovarian cancer patients exhibiting antibody and CD8 T-cell responses to the NY-ESO-1 Ag 
and were differentiated into iDCs by culture for 5 days in the presence of GM-CSF and rhIL-4. At day 5, 
CD4+ TILs were isolated from the same patients, pre-incubated or not with anti-PD-1 mAbs for 30 minutes 
at 4°C and washed twice. In parallel, autologous circulating CD8 T cells were sorted from PBMCs and co-
cultured with iDCs, anti-PD-1 pre-treated or non-pre-treated CD4+ TILs in the presence of NY-ESO-1 
peptides, as detailed in Materials and Methods, and rhIL-2. At day 10, cells were stained with MHC-I/NY-








Les résultats de cette étude indiquent que l'épuisement des TIL CD4 est un facteur de 
réponse au blocage de PD-1. Nous avons identifié un niveau élevé d’expression de 
PD-1 et l'expression de CD39 comme marqueurs d'épuisement des TIL CD4. Les TIL 
CD4 PD-1hiCD39+ partagent des caractéristiques avec les TIL CD8 épuisés, en 
particulier l'expression de TOX ainsi que la spécificité pour les Ag tumoraux. La 
population de TIL CD4 épuisée produit une faible quantité de cytokines en 
comparaison aux autres TIL CD4, soutenant leur état d'épuisement.  
Le blocage de PD-1, spécifiquement sur les TIL CD4, a augmenté la quantité de 
cytokines produites ainsi que l’expression du CD40L à leur surface après stimulation, 
ce qui a conduit à une maturation accrue des DC. Dans un modèle basé sur la 
spécificité à un Ag tumoral, nous avons montré que le blocage de PD-1 sur les TIL 
CD4 favorisait la prolifération de LT CD8 autologues spécifiques du même Ag. Ceci 
implique que les TIL CD4 exercent des fonctions d'aide in situ, qui pourraient être 















Figure 35 : Analyse des TIL CD4 spécifiques des Ag tumoraux et des mécanismes 



























III) Analyse phénotypique des LTJG infiltrant la 




Au-delà des LTDE (CD4 et CD8), les LTJG ont également une activité anti-tumorale 
connue basée sur leur potentiel cytotoxique. De plus, leur nombre total dans la tumeur 
a été associé à un pronostic favorable chez les patients. Cependant, les TILJG sont 
peu caractérisés et leur rôle dans le contrôle de la croissance tumorale est 
controversé. En effet, il a été démontré que certains LTJG ont une activité pro-tumorale 
via la production d’IL-17. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de 
caractériser le rôle des différentes sous-populations de LTJG dans un contexte tumoral. 
Le récent intérêt pour les immunothérapies contre le cancer à base de LTJG souffre de 
la rareté des études concernant les LTJG in situ. En effet, l'état d'épuisement 
fonctionnel de ces cellules est inconnu.  
Les analyses actuelles de séquençage de l’ARN à l’échelle de la cellule unique 
(scRNAseq), prennent une place de plus en plus importante, notamment pour la 
caractérisation des TIL CD8. Actuellement, la plupart des études scRNAseq publiées 
sur les cancers humains se focalisent peu ou mal sur les TILJG. En effet, certains LTDE 
ou cellules NK sont susceptibles d’exprimer plusieurs gènes codant pour le TCRJG, ce 
paramètre est à prendre en compte. Pour caractériser les profils scRNAseq des TILJG 
de manière adéquate, il est nécessaire d’utiliser une signature multigénique à la place 
de gènes uniques. 
Une analyse approfondie du compartiment TJG dans la tumeur est nécessaire pour 
appréhender le rôle de ces cellules dans le contrôle de la tumeur. La comparaison des 
profils transcriptiomiques des LTJG chez les patients répondeurs ou non à 
l’immunothérapie pourrait permettre d’identifier leur contribution à l’efficacité du 
traitement. Il serait également intéressant d’analyser le comportement de ces cellules 
dans la tumeur et de vérifier s’il suit celui des TIL CD4 et CD8 épuisés.  
 




Cette étude vise à améliorer la détection et la purification in silico des LTJG provenant 
d’un ensemble de données scRNAseq, en utilisant une nouvelle stratégie de signature 
multigénique appelée "score and gate". À partir de données de donneurs sains, les 
trajectoires d’évolution de la différenciation et du potentiel cytotoxique sont tracées 
pour les LT CD8 et les TJG et montrent que ces deux lignées de LT partagent les 
mêmes dynamiques d’évolution.  
Les données scRNAseq de plusieurs tumeurs hématologiques et solides provenant de 
nombreux patients ont été intégrées aux données contrôles de LT circulants. En effet, 
les profils transcriptomiques des TIL CD8 et JG sont comparés dans les trajectoires 
préalablement tracées. Les trajectoires des TIL sont similaires à celles des LT 
circulants, mais des regroupements de cellules dans certaines étapes d’évolution sont 
observés pour les TIL. Ces regroupements reflètent des marqueurs plus fréquents 
dans les TIL CD8 et JG que dans les cellules mononuclées du sang périphérique 
(PBMC) et correspondent à une résidence tissulaire et un épuisement. De plus, dans 
chacune des lignées de TIL CD8 et TJG, les LT épuisés n’étaient pas en différentiation 
terminale mais plutôt aux stades central mémoire et effecteur mémoire. 
Les profils transcriptomiques de TIL CD8 et TJG ont été analysés et comparés dans 
plusieurs ensembles de données scRNAseq de différents types tumoraux. Ces 
données ont montré que les TIL CD8 et TJG s'infiltrent dans les tumeurs de manière 
variable selon les individus et les types de cancer. Cependant, les deux lignées de TIL 
présentent le même profil transcriptomique en ce qui concerne la différenciation, la 
cytotoxicité et l'épuisement. 
L’étude s’est également étendue à des données scRNAseq avant et après 
immunothérapie par blocage des PCI. Les réponses CD8 et TJG étaient toujours 
associées. Dans les TIL répondeurs, la thérapie anti-PD-1 a augmenté la proportion 
de LT épuisés et Trm des lignées CD8 et TJG. 
Ces données scRNAseq reflètent un comportement de différentiation et d’état 
d’épuisement similaire des TIL CD8 et TJG dans plusieurs types de cancers. 
 
Ce projet fait l’objet d’une collaboration, le manuscrit est actuellement en finalisation 
avant soumission.  




Ma contribution au projet était de caractériser phénotypiquement les TILJG par 
marquage ex vivo et de comparer leur profil d’épuisement à celui des TIL CD8 chez 
les patients afin de valider les données obtenues par les analyses scRNASeq. Dans 
des TIL de cancers des VADS, col de l’utérus et ovaire, j’ai analysé l’expression de 
PCI et CD39 dans les populations de TIL CD8 et JG.  
Dans ces échantillons, nous avons analysé le stade de différentiation des TILJG et nous 
l’avons comparé à celui des TIL CD8 ainsi que celui des TIL CD4 conventionnels afin 
de faire le lien avec les travaux précédents de ma thèse. Nous avons montré que les 
TILJG ont globalement le même profil de différentiation que les deux autres lignées, on 
les retrouve quasiment tous au stade effecteur mémoire (Figure 36, A). Plus 
précisément, contrairement aux TIL CD4, les TIL CD8 et JG contiennent également une 
faible proportion de LT au stade effecteur.  
D’autre part, en accord avec nos travaux précédents, nous avons identifié l’épuisement 
des TIL CD8 par un niveau élevé d’expression de PD-1 associé à l’expression de TIM-
3 (PD-1hiTIM-3+) et celui des TIL CD4 Tconv par un niveau élevé d’expression de PD-
1 associé à l’expression de CD39 (PD-1hiCD39+). Nous avons ensuite analysé 
l’expression de ces trois marqueurs PD-1, TIM-3 et CD39 dans la population TILJG et 
les avons comparé avec les deux autres lignées. De manière intéressante, les patients 
qui présentaient une proportion élevée de TIL CD8 et CD4 épuisés montraient 
également une proportion élevée de TILJG PD-1hiTIM-3+ et PD-1hiCD39+ (Figure 36, B). 
De plus, les proportions de TILJG PD-1hiTIM-3+ et PD-1hiCD39+ étaient 
significativement corrélées à la proportion des mêmes populations dans les TIL CD4 
et CD8 (Figure 36, C). 
Ces résultats renforcent ceux obtenus suite à l’analyse des données scRNAseq. Pour 
être en accord avec le projet, qui compare, au niveau transcriptomique, l’épuisement 
des TIL CD8 et celui des TILJG, seuls mes résultats concernant ces deux lignées 
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Figure 36 : Comparaison de l’expression des PCI et CD39 dans les TILJG, T CD8 et 
CD4 Tconv. 
Les cellules CD45+ isolées à partir des échantillons tumoraux étaient marquées ex vivo 
avec les AcM spécifiques pour CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7, CD25, CD127, PD-
1, TIM-3, CD39 et PANJG et analysées par cytométrie en flux. 
A. Dot plots montrant l’expression de CCR7 versus celle de CD45RA dans les TILJG, 
T CD8 et Tconv provenant d’un patient atteint d’un cancer des VADS (HNSCC). Les 
proportions de TIL naïfs (Tn), mémoires centraux (Tcm), mémoires effecteurs (Tem) 
et effecteurs (Temra) sont résumées dans les TILJG, T CD8 et Tconv pour les patients 
atteints de cancer de l’ovaire (OC, n=1), cancer du col de l’utérus (CC, n=2) et HNSCC 
(n=1). Les TILJG sont sélectionnés comme CD3+CD8-CD4- (n=1) ou CD3+PANJG+ 
(n=3). Deux expériences indépendantes.  
B. Dot plots montrant l’expression de PD-1 versus celle de TIM-3 (gauche) et PD-1 
versus CD39 (droite) dans les TILJG, T CD8 et Tconv provenant d’un patient atteint 
d’un OC (haut) et d’un patient atteint d’un HNSCC (bas). Les proportions de TIL PD-
1hiTIM-3+ et PD-1hiCD39+ sont résumées dans les TILJG, sélectionnés comme 
CD3+CD8-CD4- (n=2) ou CD3+PANJG+ (n=3), T CD8 et Tconv pour les patients atteints 
de OC (n=2), CC (n=2) et HNSCC (n=1). Trois expériences indépendantes. 
C. Corrélations entre les proportions de TIL PD-1hiTIM-3+ ou PD-1hiCD39+ dans les TIL 
T CD8 (haut) et Tconv (bas) et celles de TIL PD-1hiTIM-3+ ou PD-1hiCD39+ dans les 
TILJG provenant de 5 patients. Le test de corrélation de Pearson était utilisé pour 
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SUMMARY (150 words) 22 
Despite different biologies and antigen specificities, the links of intratumoral γδ T and αβ T CD8 23 
anticancer lymphocytes remain unknown. Here we address this issue by digital extraction and 24 
differentiation trajectories of 15,000 γδ T and 75,000 T CD8 lymphocytes from >150 single-cell RNA 25 
sequencing (scRNAseq) datasets of human blood and cancers. Blood γδ T and T CD8 lymphocytes 26 
from healthy donors similarly differentiate cytotoxic functions while regressing translation profiles. 27 
Despite inter-individual variability, these cytolytic T cell compartments remain remarkably coherent in 28 
tumors from cancer patients. Tumor infiltrates comprise quantitatively and qualitatively correlated 29 
compartments of γδ T and T CD8 TILs. Their exhausted cells are not terminally differentiated but 30 
Tcm and Tem cells, and γδ T and T CD8 TILs respond likewise to immune checkpoint blockade 31 
therapy. This study provides new insight into γδ T lymphocyte biology, and the associated resource 32 





• Score and Gate Method for identification of  T lymphocytes from any scRNASeq dataset 38 
• a resource database of  T and T CD8 single cells, genes, and differentiation hallmarks  39 
• translation profiles regress likewise during cytotoxic differentiation of  T and T CD8 cells 40 
• qualitative and quantitative coherence of  T and T CD8 TILs across cancers 41 
 42 
Keywords 43 
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Cancer immunity relies upon cytolytic T lymphocytes infiltrating tumors (TILs) but beyond cells of the 52 
αβ T CD8 lineage, the presence and function of γδ TILs remains poorly uncharacterized at a large 53 
scale of human cancers. The circulating human γδ T lymphocytes express a CD4-CD8- (DN) 54 
phenotype and a γδ TCR which TCRVγ1, TCRVγ2, or TCRVγ3 chains are paired with either 55 
TCRVγ9 or TCRVγ2/3/4/5/8, here termed TCRVγnon9. Most blood γδ T cells express TCRVγ9Vδ2 56 
recognizing non-pept ide phosphoantigens (Fournié and Bonneville, 1996) inducing 57 
BTN2A1/BTN3A1 complexes (Rigau et al., 2020; Karunakaran et al., 2020) to kill cancer cells. In 58 
contrast, the other TCRVγnon9Vδ1, TCRVγnon9Vδ3, and TCRV-γ9Vδnon2 γδ T lymphocytes 59 
predominate in extra-lymphoid tissues and recognize other types of diversified antigens. The antitumor 60 
role of γδ T lymphocytes has long been documented (Bonneville et al., 2010; Vantourout and 61 
Hayday,2013; Silva-Santos et al., 2015), but the renewed interest for γδ T cell-based cancer 62 
immunotherapies (Sebestyen et al., 2019) suffers from still scarce in situ studies of γδ T cells 63 
infiltrating human tumors (γδ TILs). Large transcriptomic meta-analyses from bulk tumor 64 
transcriptomes showed the association of total γδ TILs with favorable outcomes in solid cancers 65 
(Gentles et al., 2015). Nevertheless, the inter-individual variation of γδ TIL infiltrates is considerable 66 
and their abundance is not correlated to that of αβ TILs (Tosolini et al., 2016). Further, the γδ 67 
TILs contribution to cancer patient benefit is controversial (Wu et al., 2014; Meraviglia et al., 2017) 68 
and complex, as exemplified by the association of TCRVδ1 and T CD8, but not of TCRVδ2, cells 69 
with remission in triple negative breast cancer (Wu et al., 2019). Thus little is known about the 70 
functional and exhaustion status of γδ TILs relatively to CD8 TILs, an issue that can be addressed by 71 
single scRNAseq. 72 
 To characterize the scRNAseq profiles of γδ TILs however, it is necessary to identify 73 
these cells exhaustively and selectively in such complex tissues. Unfortunately, most published 74 
scRNAseq studies of human cancers misidentify or do not identify at all γδ T cells however. Although 75 
by definition, only γδ T lymphocytes express a TCR γδ at the cell surface, these cells are not the 76 
only one to express some levels of either TCR-γ or TCR-δ mRNAs. Both TCRαβ T CD8 77 
lymphocytes and NK cells also express frequently some but not all of the TCRγδ-encoding TRDC, 78 
TRGC1, or TRGC2 genes, imposing use of a multigene signature instead of single genes alone to 79 
identify γδ T lymphocytes with 75% sensitivity and 95% selectivity (Pizzolato et al.,2019). 80 
  Here, we significantly improved the detection and digital purification of γδ T lymphocytes 81 
from scRNAseq datasets, using a novel multi-signature ‘score and gate’ strategy. By extracting the 82 
γδ T and the T CD8 cells likewise from our original and other published scRNAseq datasets of 83 
control PBMC and 150 cancer patients, we characterized and compared the functional and 84 
exhaustion status of n=15,226 γδ T and n=74,538 T CD8 lymphocytes from the same samples. 85 
 
 




Pseudotimed trajectories of peripheral γδ T and T CD8 lymphocytes from control individuals 87 
Like αβ T  lymphocytes (Sallusto et al., 2004; Restifo and Gattinoni, 2013; Pace et al., 2018; 88 
Ferreira et al., 2020), the γδ T lymphocytes differentiate from naïve (Tn) to central memory (Tcm), 89 
effector memory (Tem), and terminally differentiated CD45Ra+ effector memory (Temra) cells 90 
(Angelini et al., 2004; Caccamo et al., 2005). We extracted  T lymphocytes from PBMC scRNAseq 91 
datasets by score and gate (Methods), and analyzed this process by unsupervised inference of a 92 
differentiation trajectory. For optimized visualization, we projected the trajectory’s two components on 93 
the pseudotime axis (Methods). The pseudotime-aligned differentiation trajectory of n= 6,259 94 
control γδ T was composed of 14 milestones comprising both TCRVδ1 and the TCRVδ2 lymphocytes 95 
(Figures 1 a, b). This  T trajectory was anchored by expression of Tn marker genes including the 96 
lymph node homing receptor CCR7 (Girard et al., 2012) and the TCF1-encoding differentiation 97 
transcription factor gene TCF7 (Zhou et al., 2010), which peaked in the M1, M2 milestones and 98 
defined the Tn,cells. Further M3-M7 milestones displayed intermediate levels of gene expression for 99 
Tn and effector markers, a defining hallmark of Tcm lymphocytes (Sallusto et al., 2004; Restifo 100 
and Gattinoni, 2013), among which, M6 and M7 upregulated both Tn (CD27, CD28, SELL, IL7R) 101 
and CD44, CXCR3, CXCR4 genes reflecting a capacity for tissue migration. The Tem milestones 102 
included activated cells (IFNG, CCL5) at M10-M11, and further cytotoxic Tem cells (NKG7, PRF1, 103 
GZMA, GZMB, GZMM, FASLG) up to M14, in which maximal expression of FCGR3A (CD16 104 
marker), PRF1, and GZM genes defined the Temra cells (Sallusto et al., 2004).The exhaustion 105 
transcription factor TOX (Khan et al., 2019) and immune checkpoint genes LAG3, TIGIT, PDCD1 106 
were weakly expressed in these control γδ T cells (Figure 1 c). When projected on the trajectory, 107 
their single cell scores for Tn, and Teff gene signatures evolved smoothly and in the opposite way, 108 
indicating that this trajectory faithfully represented the transcriptional progression from naïve to 109 
Temra cells (Figure 1 d). Projecting likewise several published T CD8 differentiation signatures (Table 110 
S1) on this trajectory confirmed the assignment of M1-2, M3-7, M8-13, and M14 to Tn, Tcm, Tem, and 111 
Temra stages respectively (Figure S1). The dendrogram of these milestones summarized their 112 
kinship along differentiation trajectory of blood γδ T lymphocytes in resting conditions (Figure 1 e). 113 
 The pseudotimed MST trajectory of the (n=3,680) control T CD8 lymphocytes comprised 114 
15 milestones spanning from the naïve to terminally differentiated cells through comparable gene 115 
patterns and pseudotimes. Its Tcm M4 comprised (IL7R, CD28)-upregulating cells presumably of stem 116 
central memory (Tscm) type (Gattinoni et al., 2017; Ferreira et al., 2020) and (CD95, GZMK, TOX, 117 
TIGIT) Tcm M 6 of progenitor exhausted-like (Tpex) type (Galetti et al., 2020). The activated (IFNG) 118 
Tem cells upregulated PDCD1 (PD-1) and LAG3 in Tem M11 and the Temra-specifying FCGR3A gene 119 
peaked at M15. Projecting on this trajectory the same Tn, Teff (Figure 2 c) and published T CD8 120 
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differentiation signatures validated its Tn, Tcm, Tem, and Temra assignments (Figure S2), summarized 121 
by the dendrogram of T CD8 milestones (Figure 2 d). To validate these assignments, the γδ T and 122 
T CD8 lymphocytes from a CITE-seq dataset of healthy donor’s PBMC immunostained with 123 
differentiation markers (Pont et al., 2020) were extracted as above (Methods) and mapped on 124 
their respective trajectory. The gene-based assignments of Tn, Tcm, Tem, and Temra cells of either 125 
lineage were consistent with their respective CD45RA and CD62L immunophenotypes (Figure S3), 126 
so these data were integrated to the control datasets (Table S2). 127 
In summary, we identified differentiation trajectories and milestones shared by peripheral γδ T 128 
and T CD8 T lymphocytes from healthy adult’s peripheral blood. 129 
 130 
Pseudotime-associated hallmarks of control γδ T lymphocytes 131 
Confirming and extending the previous results, the trajectory-based differentially expressed genes 132 
(TDEG) (Van den Berge et al., 2020) of control  T and T CD8 lymphocytes at all milestone transitions 133 
were transcriptomic changes of cytotoxic and translation profiles. For more insights on these dynamics, 134 
we scored each control  T lymphocyte for all the gene signatures from the MSIgDB collection 135 
(https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/collections.jsp) (Pont et al., 2019), and screened for 136 
signatures which scores correlated to  T cell pseudotime. Beyond the ‘Teff’ and ‘Tn signatures indeed 137 
associated with pseudotime (Spearman correlation= 0.87, P=2E-07 and -0.75, P=2E-07, respectively), a 138 
few signatures also correlated significantly to pseudotime, either positively or negatively. Consistent with 139 
the TDEG, those KEGG, Reactome and GO signatures most correlated to  T cell pseudotime (Spearman 140 
correlation =0.73-0.6, P=2E-07) reflected cytotoxic functions (‘NK cell cytotoxicity’, ‘FCGR activation’, 141 
‘DAP12 signaling’) as well as ‘Glycolysis’ among others (Figure 3 a). Conversely, all the signatures anti-142 
correlated to pseudotime were related to translation, including among others ‘Ribosomes’, ‘Eukaryotic 143 
translation initiation’, ‘Eukaryotic Translation elongation’, ‘rRNA processing’, ‘Nonsense-Mediated Decay’, 144 
‘Selenocysteine metabolism’ (Spearman correlation= -0.75 to -0.61) (Table S1). So the transcriptional 145 
programs for translation and cytotoxicity evolved inversely during γδ T cell differentiation (Figures 3 146 
b, S5 a). The control T CD8 lymphocytes the same pseudotime-related hallmarks (Figure S5 b). 147 
However, flow cytometry of total mRNA, intracellular ribosomal protein S6, and puromycin 148 
incorporation in differentiation stages of control T CD8 lymphocytes did not validate this 149 
transcriptional hallmark at the protein level (Figure S5 c). Scarce γδ Tem cells had increased scores 150 
for KEGG’s ‘TCR signaling pathway’ (Table S1) and none scored for the (PDCD1, CTLA4, TIM3, and 151 
TIGIT) checkpoint signature (Figure 3 c), as expected for resting cell controls. Scanning the MSigDB 152 
C3_TFT_Legacy collection of transcription factor signatures pinpointed the involvement of LEF1, 153 
IRF1, and STAT5B transcription factors (Table S1) in regulating differentiation of human γδ T 154 
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lymphocytes (Spearman correlation=0.51, 0.59, and 0.73, respectively), as in their murine 155 
orthologues (Zuberbuehler et al., 2019). 156 
Hence the transcriptional hallmarks of differentiation in blood γδ T and T CD8 lymphocytes 157 
are the emergence of their cytotoxic function while their translational profile regresses.  158 
 159 
Global hallmarks per cancer type of  T and T CD8 TILs  160 
To assess how γδ T cell infiltrating human tumors (γδ TILS) relate to their circulating 161 
counterparts, we produced scRNA-seq of malignant lesions from 3 splenic marginal zone lymphoma 162 
(SMZL) and 4 ovarian carcinoma (OVCAR), and we also downloaded published datasets produced 163 
on the same platform from 149 additional tumors of lymphoma and solid cancers. Altogether, a total 164 
of (n= 7,640) γδ T and (n= 70,112) T CD8 cells were extracted, and normalized. These encompassed 165 
TILs of (n= 4,902) γδ T and (n= 40,062) T CD8 lineage which were integrated to the above control 166 
(n= 7,586) γδ T and (n= 4,726) T CD8 cells, respectively. For each integrated dataset, a ’public’ TIL 167 
trajectory was computed with MST (Table S3). With 14 and 15 milestones of γδ T and T CD8 TILs, 168 
respectively (Figure 4 a), these TIL trajectories resembled those of the blood cells (Figures 1,2). The 169 
distribution of TILs in their trajectory presented some local concentrations however (Figure S6 a). 170 
The consistent embedding of milestones in the trajectory and in the UMAP (Figure S6 b, c), ruled out 171 
integration artefacts, implying these concentrations reflected hallmarks, possibly such as tissue 172 
residency or exhaustion status, which were more frequent among TILs than among circulating 173 
lymphocytes. Signature analyses revealed that in each lineage, the Tex cells were Tcm and mostly 174 
Tem cells instead of terminally differentiated effectors (Figure 4 a, c).  As compared to their respective 175 
non-exhausted TIL counterparts, these Tex shared a signature of 14 up-regulated genes functionally 176 
involved in T cell exhaustion (Figure S7 a, b). In both lineages, these Tex were more enriched among 177 
the tissue-resident than among the non-resident TILs, and they were also more glycolytic than the 178 
non-exhausted cells (Figure S7 c, d). These Tex cells presented the same pseudotime-associated 179 
signatures as the control cells (Figure 3), except that the ‘Ribosomes’ signatures of exhausted γδ T 180 
TILs was no more correlated to pseudotime (Spearman correlation = -0.1). The Tn and early Tcm γδ 181 
TILs had signatures of resting unexpanded clones (tumor singletons (Wu et al., 2020). By contrast, 182 
the most mature Tem γδ T TILs had signatures of non-exhausted mitotic cells from peripherally-183 
expanded large clones (Fairfax et al., 2020), which are associated with clinical response to ICB (Wu 184 
et al., 2020; Yost et al., 2019) (Figure 4 b). 185 
 Comparing these data across malignancies showed that a contingent of both cytolytic γδ T 186 
and T CD8 lymphocytes infiltrates tumors, but at variable extents according to cancer type (Figure 5 187 
a). These T cell infiltrates were arbitrarily classified by total cytolytic (T CD8 + γδ T) TIL counts as 188 
deserts (D, <100 TILs), classic (C, 100-1000 TILs), or inflamed (I, >1000 TILs). The tumors most 189 
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frequently D were LUAD, CTCL, and MEL, whereas those most frequently I were HNSCC, BRCA, 190 
and OVCAR. The γδ T-to-T CD8 TIL ratio decreased from desert to inflamed tumors (mean D: 24%, 191 
C:10%, I: 5%) (Figure 5 b, Table S4). Overall however, the average cell counts per sample of γδ TILs 192 
correlated to those of T CD8 TILs (Pearson r= 0.56). The rates per sample of Tex among γδ T and 193 
Tex among T CD8 TILs were strongly correlated (Pearson r= 0.78), and those of Ttrm as well 194 
(Pearson r= 0.77) (Figure S8 b). Consistent with the extra-lymphoid tropism of TCRVγnon-9/Vδ1 γδ 195 
T lymphocytes, the majority of γδ TILs, γδ Ttrm TILs, and γδ Tex TILs were of TCRVγnon-9 subset 196 
(Figure S8 c).  197 
So, tumors are infiltrated by both γδ T and T CD8 lymphocytes with similar differentiation 198 
hallmarks, including remarkably correlated rates of exhaustion.  199 
 200 
Individual hallmarks of  T and T CD8 TILs infiltrating lymphoma 201 
The γδ T and T CD8 TILs from each lymphoma were then individually compared. From the 3 SMZL 202 
produced for this study, a total of (n=88) γδ TILs (n=39 TCRVγ9 plus n=49 TCRVγnon9) were 203 
extracted together with (n=912) T CD8 TILs, corresponding to C-type infiltrates. These SMZL had 204 
consistent compositions of TILs differentiation stages (on average in  T: 0% Tn, 14% Tcm, 86% 205 
Tem, 0% Temra; T CD8: 19% Tn, 32% Tcm, 47% Tem, 2% Temra) revealing an enrichment of Tn 206 
cells per T CD8 compared to Tn per γδ T (a pattern named below ’TnEnCD8’). As exemplified by 207 
sample SMZL3 (Figure 6 a), in SMZL both lineages had a low Tex rate (3%) despite different Ttrm 208 
rates (γδ T: 4%, T CD8: 21%) (Table S4). From 5 CTCL tumors (Gaydosik et al., 2019), a total of 209 
(n=135) γδ TILs (n=68 TCRVγ9 plus n=67 TCRVγnon9 cells) and (n=599) T CD8 TILs were 210 
extracted. Two out of 5 CTCL had C infiltrates with similar compositions (20% Tn, 28% Tcm, 51 Tem, 211 
1% Temra) and high Tex rates in both lineages (31% Tex per γδ T, 23% Tex per T CD8) (Figure 6a). 212 
23% of γδ T and 5% of T CD8 were Ttrm (Table S4). The other 3 CTCL were D-type (on average 213 
n=3 γδ T and n=3 T CD8 TILs per sample) hampering further investigations. From 22 HL tumor 214 
specimens (Aoki et al., 2020), a total of (n=337) γδ TILs including (n=134 TCRVγ9 plus n=203 215 
TCRVγnon9 cells) were extracted together with (n=6,296) T CD8 TILs. These figures corresponded 216 
to 17 infiltrates of C and 5 of D type. All the Hodgkin’s disease of lymphocyte-rich type (HL-HDLR, 217 
n= 1) or nodular sclerosing type (HL-HDNS, n=12) were EBV negative, 11 out of 12 HDNS had C 218 
infiltrates displaying TnEnCD8 and low Tex rates (4% of T CD8, 13% of γδ T). Only 1/12 HL-HDNS 219 
had a D infiltrate. The Hodgkin’s disease of mixed cellularity (HL-HDMC, n=9) comprised 6 C and 3 220 
D infiltrates. Their mixed EBV status unveiled a difference in differentiation: the EBV+ specimens had 221 
both T cell lineages significantly enriched in Tn and Tem cells, whereas the EBV- ones were enriched 222 
in Tcm cells only (χ2 P=3 E-04 for γδ T, χ2 P=2 E-62 for T CD8). The Tex rates in HDMC were low 223 
but different according to viral status (γδ T: 0% in EBV+ vs 4% in EBV- and T CD8: 3% in EBV+ vs 224 
 
 




6% in EBV-) (Figure 6 b). All HL samples comprised similar Ttrm rates (7% of the γδ T and 2% of T 225 
CD8) whatever the viral status (Table S4).  226 
Thus in lymphoma, although the differentiation stage of  T and T CD8 TILs may reflect the 227 
patient’s EBV status, both subsets comprise a correlated fraction of exhausted cells.  228 
 229 
Individual hallmarks of  T and T CD8 TILs infiltrating solid tumors 230 
Two datasets of breast carcinoma (BRCA) and triple-negative breast carcinoma (TNBC) were 231 
analyzed as above. From 5 BRCA tumors (Azizi et al., 2018), a total of (n=66) γδ TILs (n=33 TCRVγ9 232 
plus n=33 TCRVγnon9) were extracted together with (n=5,980) T CD8 TILs, characterizing 4 I and 1 233 
C infiltrates, always with few γδ TILs (1% of T CD8) and the TnEnCD8 pattern (Wilcoxon P=0.03). 234 
Despite similar Ttrm rates in all BRCA (11% γδ T, 16% T CD8), 4/5 BRCA had low (5%) Tex rates in 235 
both lineages and only one (BRCA2) had more Tex in γδ T than T CD8 (13% γδ T, 5% T CD8) 236 
(Figure 6 c). From the 3 TNBC (Savas et al., 2018), a total of (n=98) γδ TILs were extracted (n=16 237 
TCRVγ9 plus n=82 TCRVγnon9, a TCR bias already observed (Wu et al., 2019) together with 238 
(n=918) T CD8 TILs. 2 out of 3 TNBC had infiltrates C with cell counts and TnEnCD8 as in BRCA. 239 
In both lineages, they had higher rates of Ttrm (48% of γδ T, 41% of T CD8) (Table S4) and Tex 240 
(10% of γδ T, 34% of T CD8) than BRCA however. One (TNBC3) had a D infiltrate (n=39 T CD8 and 241 
n=2 TCRVγnon9 γδ T TILs) (Figure 6c). From 4 OVCAR (Balança et al., 2020), a total of (n=219) 242 
γδ TILs (n=70 TCRVγ9 plus n=149 TCRVγnon9) were extracted together with (n=3,279) T CD8 TILs,  243 
characterizing 1 D, 1 C, and 2 I infiltrates. The non-desert BRCA had the same TIL composition, 244 
including the TnenCD8 pattern. With nearly 30% and 35% of Tex per γδ T and T CD8 TILs, 245 
respectively, their Tex rates were highly correlated (Pearson r=0.96). With 26 HNSCC from 18 HPV- 246 
and 8 HPV+ patients (Cillo et al., 2020), a total of (n=948) γδ TILs (n=367 TCRVγ9 plus n=581 247 
TCRVγnon9) were extracted together with (n=9,152) T CD8 TILs, corresponding to 3 I, 19 C, and 4 248 
D infiltrates. All HNSCC had a rather similar composition with high Tex (20%) and Ttrm rates (46% 249 
γδ T, 26% T CD8) in both lineages (Table S4). Different from HL, their virological status affected 250 
neither the infiltration extent, nor the differentiation and exhaustion of their TILs (Figure 6 d). From 5 251 
HCC (Zheng et al., 2017), a total of (n=788) γδ TILs (n=348 TCRVγ9 plus n=329 TCRVγnon9) and 252 
(n=4,414) T CD8 TILs were extracted, identifying 4 C and 1 I infiltrates. The 4 C comprised 253 
comparable TIL counts, composition, and Ttrm rates in each lineage (30% γδ T, 39% T CD8), but 254 
while 3 of these HCC had similar low Tex rates (~10%) among γδ T and T CD8, the other HCC 255 
displayed very divergent Tex rates in the two lineages (2% γδ T, 29% T CD8) (Table S4). The 256 
inflamed HCC4 (n=1,783 T CD8 and 384 γδ T) was composed like the other HCC: with TnEnCD8, 257 
high Ttrm (~60%) but low low Tex (2%) rates in both lineages. From 11 BCC (Yost et al., 2019), a 258 
total of (n=48) γδ TILs (n=30 TCRVγ9 plus n=18 TCRVγnon9) and (n=3,198) T CD8 TILs were 259 
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∼ ∼ extracted, characterizing 4 D, 6 C and 1 I infiltrates. The D infiltrates (~2 γδ T TILs plus 41 T CD8 260 
per sample) were not characterized further. The I tumor (BCC9, Figure 7 a) comprised mostly T CD8 261 
(n=1368, including 14% Tn, 27% Tcm, 53% Tem, 6% Temra and 13% Tex cells) but very few γδ 262 
TILs (n=6, including n= 2 Tex). Likewise, all the C infiltrates had also scarce γδ T TILs (n=277 T CD8 263 
and n=6 γδ T cells) per sample, hence Tex were only among T CD8 (7%). From 18 MEL (Sade-264 
Feldman et al., 2018), a total of (n=21) γδ TILs (n=8 TCRVγ9 276 plus n=13 TCRVγnon9) and 265 
(n=1,548) T CD8 TILs were extracted, characterizing 10 D and 8 C infiltrates. The too few cells 266 
hampered the characterization of D, but the C infiltrates comprised on average 17% Tn, 36% Tcm, 267 
42% Tem, 4% Temra, 0.5% Ttrm, and 32% Tex cells among the T CD8 together with scarce γδ TILs 268 
(1% compared to T CD8) as in BCC (Table S4). From 35 LUAD samples available in two studies 269 
(Lambrechts et al., 2018; Kim et al., 2020) a total of (n=1,472) γδ T (n=614 TCRVγ9 and n=858 270 
TCRVγnon9) and (n=5,418) T CD8 were extracted, characterizing 13 classic and 21 desert infiltrates. 271 
With about 33% of γδ TILs (range 0-200%) relative to T CD8, the LUAD were the most enriched in 272 
γδ TILs in this study. Aside of TnenCD8 in 19 of these LUAD, the differentiation stages and Tex rates 273 
of both lineages (mean γδ T: 8%, T CD8: 12%) were correlated (Pearson r=0.8).  274 
So in human tumors, TILs of the γδ T and T CD8 lineages comprise correlated rates of 275 
transcriptionally-defined exhausted cells.  276 
To validate these conclusions, we obtained tumor biopsies from untreated ovarian cancer 277 
(OVCAR, n=2), head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC, n=1) and cervical cancer (CC, 278 
n=2) patients, these specimens were dissociated and the cell surface protein hallmarks of their γδ T 279 
and T CD8 TILs were analyzed by ex vivo immunostaining and flow cytometry. Consistent with the 280 
scRNAseq data, these tumors comprised on average 12% of γδ T relative to T CD8 TIL (range: 4.3-281 
26.4%) composed of 90%Tem cells with CCR7-CD45RA- phenotype in both lineages (Figure S9 a). 282 
In these epithelial malignancies, the tumor antigen-specific Tex CD8 TILs are highly cytotoxic PD-283 
1hiTIM-3+ cells associated with better survival and clinical responses to ICB (Balança et al., 2020). 284 
Since they co-express both immune checkpoints, CD39 and Trm markers, these features were 285 
analyzed at the cell surface of the γδ T and T CD8 TILs from these tumors (Figure S9 b), and the 286 
Tex rates per TILs were classified as low (n=3) or high (n=2) (Methods). The patients with high Tex 287 
TILs rates per T CD8 had also high Tex TIL rates per  T, and those with low Tex CD8 TIL rates 288 
also had low Tex γδ TILs rates. Furthermore, across all samples, the rates of PD-1hiTIM-3+ and PD-289 
1hiCD39+ cells per CD8 TIL and per γδ T TIL were correlated (Figure S9 c). So in human tumors, the 290 
cell surface differentiation and exhaustion of γδ T and T CD8 TILs were correlated phenotypically. 291 
Furthermore, the PD-1hiTIM-3+ Tex cells from γδ T and T CD8 TILs were also evidenced by ex vivo 292 
immunophenotyping of TILs from a murine model of orthotopic HNSCC tumor (Figure S9 d). In these 293 
mice, the same 5 out of 16 possible co-expression patterns of the PD-1, TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 294 
 
 




immune checkpoints (Balança et al., 2020) predominated among the γδ T and the T CD8 TILs (Figure 295 
S9 e).  296 
Collectively, these data confirmed that the tumor-infiltrating γδ T and T CD8 lymphocytes 297 
evolve correlated rates of exhausted cells.  298 
 299 
 TILs respond as T CD8 to ICB therapy 300 
These results prompted us to investigate whether γδ T respond like T CD8 TILs to ICB therapy 301 
across two published datasets of 21 tumors from BCC (n= 11) (Yost et al., 2019) and MEL (n= 10) 302 
(Sade-Feldman et al.,2018) patients sampled before and after ICB treatment. These datasets were 303 
analyzed as above and in relation to tumor infiltrate’s reactivity to ICB (Methods) and patient’s clinical 304 
response. Neither of γδ T and/or T CD8 TIL counts, pre-treatment infiltration level, or tumor infiltrate 305 
reactivity to treatment did correlate alone to the clinical responses of patients. Although the post-306 
treatment TIL counts increased (n=13, on average 2.3-fold) or decreased (n=8, on average 0.3-fold), 307 
the responses of γδ T and T CD8 TILs were correlated (Pearson r= 0.75). In reactive infiltrates, the 308 
anti-PD-1 therapy increased the Tex and Ttrm cells in both T CD8 and γδ T lineages (Figure 7 a), 309 
confirming (Yost et al., 2019). The pre-treated lesions were less infiltrated in MEL than in BCC (mean: 310 
86 versus 295 TILs, respectively) and these MEL infiltrates were less reactive (MEL: 4/10 reactive, 311 
means: 73 (pre)/149 (post); BCC: 8/11 reactive, means: 306 (pre) /785 (post)). The scarcity of γδ 312 
TILs in MEL hampered further conclusions, but after treatment with ipilimumab plus nivolumab, the 313 
desert infiltrate of the clinical responder MEL006 presented higher counts of both γδ T, T CD8, and 314 
of their respective Tex and Ttrm cells (Figure 7 b). 315 
Thus, regardless of the clinical outcome of patients, both γδ T and T CD8 lymphocytes 316 
infiltrating MEL and BCC tumors respond to ICB treatment. 317 
 318 
DISCUSSION 319 
All emerging anticancer strategies based on γδ T lymphocytes capitalize on their distinct and 320 
HLA-unrestricted antigen specificity, broad tissue distribution, and cytotoxicity for malignant cells 321 
(Sebestyen et al., 2019). But whether γδ T cells infiltrate tumors independently of T CD8 cells, whether 322 
they differentiate cytotoxic function and get exhausted like conventional T lymphocytes, and finally 323 
respond to ICB remained unknown.  By combining digital extraction and trajectory analyses from a 324 
large collection of tumor scRNAseq datasets, here we showed that γδ T and T CD8 lymphocytes 325 
infiltrating cancer lesions present the same differentiation hallmarks as in healthy adult blood. 326 
Although they penetrate tumors variably across individuals and cancers, both cell types progressively 327 
differentiate a cytotoxic capacity while reducing their translational profile. Hence the cytolytic T cell 328 
contingent infiltrating tumors is generally composed of both γδ T and T CD8 lineages at different 329 
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abundances (1:10) but similar differentiation stages. Notably, both comprise a subset of exhausted 330 
cells and respond to ICB therapy, regardless of clinical outcomes of patients.  331 
Pseudotime is a quantity measuring each cell’s progression along a continuous series of 332 
differentiation states, and a transform of true chronological time probably through not-constant scales 333 
(Alpert et al., 2018; Trapnell et al.,2014; Van den Berge et al., 2020). How explicit time is 334 
quantitatively converted into T cell pseudotime remains to be precisely determined, but the  related 335 
sizes of the γδ T and T CD8 trajectories suggests that the time transform is the same for both 336 
lineages. Furthermore, ‘public’ trajectories computed from several donors’s cells allow to track a 337 
differentiation pathway more extensively than any private (computed from one single individual’ cells) 338 
trajectory alone. So the public trajectories of human γδ T and T CD8 differentiation built here from 339 
>100 individuals’ samples represents a unique resource to further map newer such cells from other 340 
scRNAseq datasets. Our further methodological developments will aim at directly projecting further  341 
γδ T and T CD8 cells on these public trajectories, such as to deduce directly their corresponding 342 
hallmarks.  343 
 344 
The differentiation dynamics of peripheral γδ T and T CD8 lymphocytes reflects the transcriptomic 345 
emergence of their cytotoxic function paralleled by the decrease of their translational profile. 346 
Determining the genes which translation drops when T cell differentiate into cytotoxic effectors was 347 
out of the scope of this study. Nevertheless, in T CD8 cells of mice acutely infected with lymphocytic 348 
choriomeningitis virus, such translational changes occur upon antigen activation, and selectively 349 
target genes encoding for effector T cell differentiation (Araki et al., 2017). In T lymphocytes, the 350 
TCR activation induces stress granules, molecular motors and microtubule dynamics to regulate 351 
likewise the translation of immune checkpoints mRNA (Franchini et al., 2019; Curdy et al., 2019). 352 
Hence this differentiation-translation relationship is a general hallmark extending beyond T 353 
lymphocytes and presumably hematopoietic cells, since it exists in the intestine epithelium (Moor et 354 
al., 2017).  355 
The public trajectory of T CD8 differentiation presented here is in agreement with earlier 356 
diffusion maps for such TILs from HNSCC (Cillo, 2020) and with Monocle2 trajectories for those from 357 
BCC (Yost et al., 2019), CRC (Zhang et al., 2018), NSCLC (Guo et al., 2018), and HCC (Zheng et 358 
al., 2017). Consistent with the Tcm and Tem differentiation stages of Tex we evidenced here, the 2 359 
clusters of exhausted CD8 TILs previously reported in HNSCC (Cillo et al., 2020) and deemed 360 
terminally differentiated (Guo et al., 2018; Azizi et al., 2018) were not Temra cells (Figures 6, S9). 361 
Furthermore, the exhausted CD8 TILs from head and neck, cervical, and ovarian cancers present a 362 
cell surface phenotype of Tem cells (Balança et al.,2020). Although exhaustion is a dysfunctional 363 
state distinct from the functional effector or memory T cell states (Henning et al., 2018; Thommen 364 
and Schumacher,2018), their chromatin accessibility patterns (Scott-Browne et al., 2016) and our 365 
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data indicate that in tumor microenvironments, exhaustion arises from these stages of T cell 366 
differentiation rather than from Temra. Private trajectories provide snapshots of such ongoing 367 
differentiation biases. Other examples of biases include the effector memory γδ T and T CD8 368 
lymphocytes enrichment seen in EBV+ HL patients and the frequent enrichment of naive T CD8 cells 369 
among TILs, recently assigned to non-recirculating small clones named tumor singletons (Wu et al., 370 
2020).  371 
The present discovery of a quantitative and qualitative association of γδ T and T CD8 372 
lymphocytes infiltrating most cancer lesions was unexpected, since earlier transcriptomic 373 
deconvolutions of human cancers showed a dissociation of γδ T and αβ T lymphocytes in tumors 374 
(Gentles et al., 2015; Tosolini et al., 2017; Meraviglia et al., 2017). This discrepancy reflects not only 375 
the higher resolution of scRNAseq transcriptomics than inferences from microarray bulk 376 
deconvolutions, but also the difference between T CD8 and total αβ T cells, as TILs prominently 377 
comprise T CD4 cells. Nevertheless, the coordination of αβ T and T CD8 TILs we found here 378 
suggests an orchestration possibly mediated by a BTN3A1-mediated mechanism (Payne et al., 379 
2020). Furthermore, since T lymphocytes differentiation follows antigenic activation, the advanced 380 
differentiation stages of αβ TILs question whether like T CD8, they were specifically stimulated by 381 
tumor mutation-encoded peptide neoantigens or rather by tumor metabolites such as 382 
phosphoantigens (Fournié and Bonneville, 1996). Also, the exhaustion rates of intratumoral αβ T and 383 
T CD8 lymphocytes reflect persistent TCR triggering and microenvironmental  exposure to inducers 384 
of exhaustion in both cases. Consequently, the coordinated responses of both cells types to 385 
checkpoint blockade therapies support further their tight association in cancer. However, neither T 386 
CD8 TILs pre- or post-treatment (Tumeh et al., 2014; Chen and Mellman, 2013) nor their exhaustion 387 
status (Daud et al., 2016; Riaz et al., 2017; Prat et al., 2017) suffice alone to predict the clinical 388 
responses of patients, the immunological responses of αβ T and T CD8 alone or together did not 389 
correlate either. Besides of immunotherapy-induced changes in functional state of TILs (Efremova 390 
et al., 2018), the anatomical location of metastases, and tumor mutation of the IFNγ signaling or 391 
antigen-presentation pathways (Patel et al., 2017) are among the many parameters of therapeutic 392 
responses. Nevertheless, here, the recurrent accrual of TCRVγ9 γδ TILs in post-ICB tumors lacking 393 
such cells before treatment suggests they actively participate to the cancer immunity cycle (Chen 394 
and Mellman, 2013), whereby therapeutic antibodies trigger the replenishment of tumor lesions with 395 
fresh non-exhausted lymphocytes from peripheral blood (Wu et al., 2020).  396 
Overall, our study contributes to the understanding of γδ T lymphocytes infiltrating human 397 
cancers, and serves as a fundamental framework and essential resource for future cancer 398 
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Figure 1: Pseudotemporal MST trajectory of differentiation of γδ T lymphocyte controls  650 
a, Each extracted γδ T cell is shown on the MST trajectory using as (x,y) coordinates its pseudotime, and a 651 
projection through angle β on pseudotime axis of MST dimensions 1 and 2. Cell color key: pseudotime-ordered 652 
milestones. b, Same as above showing distribution on the trajectory of the previously purified TCRVδ1 and 653 
TCRVδ2 cells. c, Mean of gene expression level per milestone. Genes shown blue and red are included in the 654 
Tn and Teff signatures, respectively. d, Single cell scores for Tn and Teff signatures across the γδ T trajectory. 655 
e, Pseudotime-based milestones dendrogram overlaid to the trajectory showing γδ T cells (grey dots), 656 
milestones (colours), trajectory (dark line), and differentiation direction (arrows). Differentiation stages and 657 
selected marker genes are specified. 658 
 
 





Figure 2: Pseudotemporal trajectory of differentiation of T CD8 lymphocyte controls.  661 
a, Each extracted T CD8 cell is shown on the MST trajectory using as (x, y) coordinates its pseudotime, and a 662 
projection through angle β on pseudotime axis of MST dimension 1 and 2. Cell color key: pseudotime-ordered 663 
milestones. b, mean of gene expression level per milestone. Genes shown blue and red are included in the Tn 664 
and Teff signatures, respectively. c, Single cell scores for Tn and Teff signatures across the trajectory. d, 665 
Pseudotime-based milestones dendrogram overlaid to the trajectory shown in a featuring: cells (grey dots), 666 
milestones (Tn: blue, Tcm: yellow and green, Tem: pink and red), Temra (dark red), trajectory (dark line) and 667 








Figure 3:  Multigene signatures correlated with pseudotime of γδ T cell controls.  671 
a, Composite of results from GO and Reactome databases indicating the most correlated (red) and anti -672 
correlated (blue) signatures. b, Projection of representative signature scores versus pseudotime of the single 673 
γδ T cell controls, colored by milestone as in Fig 2. Locally smoothing by LOESS with IC95% are overlaid (line 674 
and grey area). c, Same as b for signatures of TCR signaling and T cell exhaustion genes PDCD1, TIM3, 675 
CTLA4, TIGIT signatures that are not correlated to pseudotime but are increased in Tem cells from M8-M13. b, 676 
c same color key for milestones and locally smoothing by LOESS with IC95% (line and grey area). 677 
 
 




Figure 4: Trajectories of γδ T and T CD8 TILs extracted from the cancer samples. 679 
 a, Dendrograms of milestones for γδ T and T CD8 TILs extracted from all cancer samples, showing milestone 680 
centroïds (featured) overlaid on the pseudotime trajectory of all corresponding single cells (grey). b, Cell counts 681 
(% of total cells), and average of single cell scores per milestone. Milestone averages were normalized and 682 
shown as row Z-scores of the respective lineage. c, Tissue-resident memory (Kumar_Ttrm) and exhaustion 683 
(Chihara_IL27) signature scores of γδ T and T CD8 single cells extracted from all control (top) and cancer 684 
(bottom) samples. Color key show milestones of γδ T: M1, M2 for Tn (blue); M3-M7 for Tcm (green), M8-M13 685 
for Tem (red), M14 for Temra (grey) and milestones of T CD8: M1, M2 for Tn; M3-M7 for Tcm, M8-M14 for Tem, 686 
M15 for Temra. Thresholds were set from the control cells (dotted line), quadrant cell counts are specified.  687 
 
 





Figure 5: Trajectory mapping of γδ T and T CD8 TILs per cancer type.  690 
a, Overlay of all γδ T and T CD8 TILs extracted from each cancer type on the public trajectory of control blood 691 
cells of their respective lineage (grey). b, TIL cell counts and rates in each tumor shown by cancer type. 692 
 
 





Figure 6: Trajectory mapping of γδ T and T CD8 TILs from individual tumors. 695 
All the γδ T and T CD8 TILs extracted from the specified sample are shown overlaid on their respective lineage 696 
trajectory (top: T CD8, bottom γδ T, grey: control cells). Patients: a, SMZL#3 and CTCL#3; b, HL-HDMC#11 697 
and #15; c, BRCA#2 and TNBC#1; d, HNSCC#26 and 23. Cells color: T CD8 (yellow), T CD8 Tex (black), 698 
TCRVγ9 γδ T (turquoise), TCRVγnon9 γδ T (orange), TCRVγ9 γδ Tex (blue), TCRVγnon9 γδ Tex (red). 699 
 
 





Figure 7: Trajectory mapping of γδ T and T CD8 TILs from patients treated by ICB.  702 
The T CD8 and γδ T TILs extracted from each specified tumor are overlaid on their respective pseudotimed 703 
trajectory (grey: control blood cells of the corresponding lineage; same color key as Fig.6). a, Representative 704 
examples pre-treatment of inflamed (BCC#009), classic (BCC#001), and desert (MEL#008) immune infiltrates. 705 
b, Summarized characteristics of infiltrates extracted from the BCC and MEL samples. R/NR: reactive and non-706 
reactive immune infiltrates.  707 
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SUPPLEMENTAL INFORMATION:  (link available until Feb. 21st, 2021 to download from: 708 
https://filesender.renater.fr/?s=download&token=44f5ac18-c548-4e4a-81ff-39cafa2fb3db ) 709 
SUPPLEMENTAL TABLES (see attached files) 710 
Table S1: Gene signatures used in the study. Excel file showing signatures per class (sheets), 711 
names (row 1), and gene symbols. Single gene signatures are directly from the specified original 712 
study.  713 
 714 
Table S2: Pseudotime, milestones, and differentiation hallmarks of control γδ T and T CD8 T 715 
lymphocytes extracted from healthy adults PBMC.  Excel file specifying: 716 
A: Source dataset & Author  717 
B: Source tissue & Annotation  718 
C: Cell Id tag  719 
D: Cell lineage 720 
E: TCR subtype 721 
F: MST Milestone 722 
G: MST Pseudotime 723 
H: Differentiation stage 724 
I: Tn signature score 725 
J: Teff signature score  726 
K: CITE-seq phenotype 727 
L: Ttrm status (binarized) 728 
M: Tex status (binarized) 729 
 730 
Table S3: Pseudotime, milestones, and differentiation hallmarks of γδ T and T CD8 TILs extracted 731 
from cancer patient biopsies. Excel file of 49,916 TILs out of total 65,000 extracted cells, specifying: 732 
A: Source dataset & Author  733 
B: Source tissue & Annotation  734 
C: Cell Id tag  735 
D: Cell lineage 736 
E: TCR subtype 737 
F: MST Milestone 738 
G: MST Pseudotime 739 
H: Differentiation stage 740 
I: Tn signature score 741 
J: Teff signature score  742 
K: CITE-seq phenotype 743 
L: Ttrm status (binarized) 744 
M: Tex status (binarized) 745 
 746 
Table S4: Summary of γδ T and T CD8 TIL counts and infiltrate types per tumor from cancer patient 747 
biopsies. (Excel file) 748 
 749 
Table S5: Summary of public datasets used in the study and cell counts extracted. (Excel file) 750 
 751 
Table S6: Integrated (cell x gene) matrix of control blood and TILs-derived  T lymphocytes, 752 
respectively annotated for pseudotime and differentiation hallmarks in Tables S2, S3.  753 
 754 
Table S7: Integrated (cell x gene) matrix of control blood and TILs-derived T CD8 lymphocytes, 755 
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SUPPLEMENTAL FIGURES  759 
 760 
Figure S1, related to Figure 1. Mean single cell scores per milestones of control γδ T 761 
lymphocytes for published gene signatures of T CD8 differentiation 762 
The score of each of the (n= 6,259) extracted blood γδ T lymphocyte for the specified gene signatures were 763 
computed with Single-Cell Signature Explorer, averaged per milestone, normalized per row, and shown as row 764 
Z-scores. These and the previous results allow to assign M1, M2 as Tn cells, M3-M7 as Tcm cells, M8-M13 as 765 








Figure S2, related to Figure 2. Mean single cell scores per milestones of control T CD8 769 
lymphocytes for published gene signatures of T CD8 differentiation.  770 
The score of each of the (n= 3,680) extracted blood T CD8 cell for the specified gene signatures were computed 771 
with Single-Cell Signature Explorer, averaged per milestone, normalized by row and shown as row Z-scores. 772 
These and the previous results allow to assign M1, M2 as Tn cells, M3-M7 as Tcm cells, M8-M14 as Tem cells, 773 
and M15 as Temra cells. The differentiation stage of tissue-resident cells (Ttrm) from M6, M7, and M10-14 are 774 
determined by their pseudotime.  775 
 
 




Figure S3, related to Figures 1-2: Correspondence of differentiation phenotypes and 777 
trajectory mapping of blood γδ T and T CD8 lymphocytes extracted from a 3k PBMC CITEseq 778 
dataset (Pont et al., 2020). 779 
 a, γδ T and b, T CD8 cells extracted from the PBMC CITEseq dataset by score and gate were analyzed for cell 780 
surface differentiation markers and for position on the trajectory map. Left: density scatterplots of CD45RA and 781 
CD62L cell surface immune phenotype showing (top and right projections) density histograms for each marker 782 
alone. Right: position on the pseudotimed trajectory of cells from the corresponding four quadrants.   783 
 
 





Figure S4, related to Figure 3. Trajectory-differentially expressed genes of control T 786 
lymphocytes.   787 
Heatmaps for the top genes associated with the specified milestone transition of the lineage a, γδ T and b, T 788 
CD8 cells. 789 




Figure S5, related to Figure 3: The inverse relationship of transcriptional programs for translation 792 
and cytotoxicity during γδ T and T CD8 cell differentiation 793 
 a, Scatterplots of (n=7,744) control γδ T lymphocytes scores for the specified signatures, showing cells colored by 794 
pseudotime (pT), and the linear regression of each signature to pT. b, Same as above for (n=4,726) control T CD8 795 
lymphocytes. The regressions are strikingly similar in both lineages. c, Flow cytometry of resting T CD8 lymphocytes 796 
freshly isolated from healthy donor’s PBMC stained for cell surface CCR7 and CD45RA defining Tn, Tcm, Tem, and 797 
Temra cells, and for intracellular mRNA, ribosomal protein RPS6, and translation marker Puromycin (Methods). 798 
Representative (left) and composite (right) of results from 6 donors, boxplots show range, means, and sd. 799 
 800 
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 801 
Figure S6, related to Figure 4: Consistence of all extracted γδ T and T CD8 control cells and TILs.  802 
a, Consistence of pseudotimed trajectories for cells extracted from the cancer (red) and from the control (green) 803 
samples. The (n=5,950) γδ T (top) and (n=61,485) T CD8 TILs (bottom) extracted from the tumors (red) are overlaid 804 
on the public trajectory of the corresponding control lymphocytes (green) extracted from healthy donor’s PBMC. b, 805 
Integration of both control and cancer γδ T cell datasets shown in UMAP (left), and consistency of their trajectory 806 
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Figure S7, related to 811 
Figure 4:  Hallmarks of 812 
Tex TILs 813 
 a, Proportion of the total 814 
Tex cells found per 815 
differentiation stage of the 816 
γδ T and T CD8 817 
lymphocytes, absolute 818 
counts are specified. b, 819 
Number of genes 820 
differentially up-regulated in 821 
Tex relative to non-Tex cells 822 
from the Tcm and Tem 823 
milestones of γδ T 824 
lymphocytes and T CD8 825 
linages, and the final 14 826 
genes shared by all Tex 827 
Tcm and Tex Tem cells from 828 
both lineages.  829 
c, Protein-protein network 830 
encoded by the 14 shared 831 
genes, and their match with 832 
published gene sets.  833 
d, Exhaustion is significantly 834 
associated with tissue 835 
residency in both Tcm and 836 
Tem milestones from T γδ 837 
and T CD8 TILs (χ2 P 838 
values), absolute counts are 839 
specified above.  840 
e, Exhausted cells from Tcm 841 
and Tem stages of T γδ and 842 
T CD8 TILs have 843 
significantly higher scores 844 
for the signature: ‘GO- 845 
Glucose metabolic 846 
processes’ than their non-847 
exhausted counterparts. 848 
Violin plots and arithmetic 849 
means are shown (Mann-850 
Whitney P values). 851 
 852 
 853 
  854 
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 855 
Figure S8, related to Figure 5: Landscape of cytolytic T cell infiltrates per cancer type.  856 
a, Distribution of cell abundance per milestone and per cancer type. All samples from each cancer type were merged, 857 
counts per milestones were summed, and divided per total of all milestones. Resulting rates are shown by row Min-858 
Max. b, c, Association of the specified cell counts per sample shown by size per infiltrate type, and color by cancer 859 
and type, as specified in legend. Diagonal: equal cell counts. Correlation statistics are specified. 860 
 861 
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Figure S9, related to Figure 6: Coherent cell surface phenotypes of γδ T and T CD8 TILs from 863 
cancer patients and mouse models 864 
Cell sorted CD45+ cells from the specified tumor biopsies were stained ex vivo with mAbs specific for CD3, CD4, 865 
CD8, CD45RA, CCR7, CD25, CD127, PD-1, TIM-3, CD39 and pan-TCRγδ, and then analyzed by flow cytometry. a, 866 
CCR7 versus CD45RA expression in γδ T and T CD8 TIL from HNSCC patient. Rates of Tn, Tcm, Tem, and Temra 867 
cells of γδ T and T CD8 lineages are summarized for ovarian cancer (OC, n=1), cervical cancer (CC, n=2) and HNSCC 868 
(n=1) patients. The γδ T lymphocytes were gated as CD3+CD8-CD4- (n=1) or CD3+CD8-CD4-TCRγδ+ (n=3) cells. 869 
Results shown are from two independent experiments. b, PD-1 versus TIM-3 (left) and PD-1 versus CD39 (right) 870 
expression in γδ T and T CD8 cells from one OC and one HNSCC patient. Rates of PD-1hiTIM-3+ and PD-1hiCD39+ 871 
cells in γδ T, gated as CD3+CD8-CD4- (n=2) or CD3+CD8-CD4- TCR γδ+ (n=3), and in T CD8 TIL are summarized for 872 
OC (n=2), CC (n=2), and HNSCC (n=1) patients. Results shown are from three independent experiments. c, Pearson 873 
correlation between the proportions of PD-1hiTIM-3+ or PD-1hiCD39+ cells in T CD8 and γδ T TILs from the same 874 
patients as above. d,e, Single cell suspensions from HNSCC mouse tumors were stained (ex vivo) with mAbs specific 875 
for murine CD3, CD4, CD8, pan-TCRγδ, CD45.2, PD-1, TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 and analyzed by flow cytometry. 876 
For analysis, γδ T cells were gated as CD3+CD8-CD4- cells (n=11). d, PD-1 versus TIM-3 expression in γδ T (top) 877 
and T CD8 (bottom) TIL from one mouse (representative result). e, Proportions of subpopulations expressing the 16 878 
possible combinations of PD-1, TIGIT, CTLA-4 and TIM-3 immune checkpoints in γδ T (top) and T CD8 (bottom) TIL. 879 
The five higher median proportions of TIL subpopulations are represented for γδ T (blue) and T CD8 TIL (yellow). 880 
Composite of results shown as mean and sd. 881 




Figure S10: Score and Gate strategy (related to STAR Methods: digital extraction of cells)   884 
a, Transcriptome-based UMAP of the reference dataset integrating PBMC and purified resting γδ T lymphocytes. 885 
Cluster identified by the CD14, CD19, CD3D, NCAM marker genes. b, Score and gate sequence for digital extraction 886 
of the T CD8 and T γδ single cells from the PBMC. c.s.: compensated scores (Methods). c, Results of the same 887 
sequence for the purified resting γδ T lymphocytes. d, Same UMAP as in a displaying the extracted T cells. 888 
 889 




Figure S11: Score and Gate Validation with γδ T cells extracted from 3k PBMC CITE-seq dataset 892 
(related to Star methods: Score and Gate strategy). Transcriptome-based UMAP of the 3k PBMC CITEseq 893 
dataset highlighting cells stained with the specified ADT (inset). The γδ T cells extracted by score and gate (red and 894 
blue stars) are embedded within the T CD4, T CD8, and NK cell clusters but not within the B and myeloid cells. 895 
896 




Figure S12: T CD8 cell differentiation trajectories computed by various TI algorithms (related to 899 
STAR Methods: Maturation trajectory inference)  900 
Differentiation trajectory of the control blood T CD8 cells was computed by: a, Slingshot; b, PAGA-Tree; c, PAGA. 901 
The milestones of each trajectory are shown by the specified palette. Comparisons to MST by linearized trajectory 902 
plots of MST (x) versus d, Slingshot; e, PAGA-tree; f, PAGA (y). Metrics of comparison to MST are specified. 903 





Figure S13: MST trajectory of the γδ T and T CD8 cells extracted from PBMC (related to STAR 907 
Methods: Differentiation Trajectory Inference). 908 
a: MST trajectory of  T cell controls shown using (MST1, MST2) dimensions and milestones. b: same trajectory shown 909 
with MST pseudotime and milestones. c: dendrogram of  T cell milestones colored by pseudotime as above. d-f same 910 
as a-c for MST trajectory of the T CD8 cell controls. 911 




Figure S14: Projection of (MST1, MST2) dimensions on pseudotime (related to STAR Methods: 914 
Maturation trajectory inference). 915 
a, Let any cell p coordinates be (x,y,z) in which pseudotime=x, MST1=y, MST2=z. The dim_proj method takes each 916 
cell’s coordinates from a 3-dimension space (pseudotime, MST1, MST2 respectively as X, Y, Z) and projects them 917 
on 2-dimension space by keeping the pseudotime as one of these dimensions (XoY’). Between the 3 orthonormal 918 
dimensions (XYZ) and the projection plane (XoY’), there is a rotation angle (ZoY’) named β. The pseudotime-projected 919 
coordinates of the cell p (x,y’) are obtained as depicted (Methods). b: Effect of β (from 0 to 110°) on an example of 920 
trajectory.  921 
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STAR METHODS  922 
KEY RESOURCES TABLE 923 
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 
Antibodies     
anti-human CD8a clone RPA-T8, BV421 BioLegend  cat # 301036; RRID: AB_10960142 
anti-human CCR7 clone G043H7,  PE-Cy7  Biolegend  cat # 353226; RRID: AB_11126145 
anti-human CD45RA clone REA1047, PE-Vio615 Miltenyi Biotec  cat # 130-117-745; RRID: AB_2732977 
anti-human S6 Ribosomal Protein clone 54D2, Cell Signaling Technology  cat # 5317S; RRID: AB_10694920  
anti-human CD3 clone UCH-T1, PE BD Biosciences cat # 555333; RRID: AB_395740 
anti-human CD4 clone RPA-T4, BUV395 BD Biosciences cat # 564724; RRID: AB_2738917 
anti-human CD8 clone RPA-T8, V500 BD Biosciences cat # 560774; RRID: AB_1937325 
anti-human CD25 clone B1.49.9, APC Beckman Coulter cat # B09684; RRID: AB_2861133 
anti-human CD127 clone A019D5, APC-Cy7 Biolegend  cat # 351348; RRID: AB_262957 
anti-human PANTCRgd clone B1.49.9, FITC Beckman Coulter cat # B49175; RRID: AB_2861133 
anti-human CD197 (CCR7), PerCP-Vio700 Miltenyi  cat # 130-108-288; RRID: AB_2655960 
anti-human CD45RA clone L48, PE-Cy7 BD Biosciences cat # 337186; RRID: AB_2828012 
anti-human PD-1 clone EH12.1, BUV737 BD Biosciences cat # 565299; RRID: AB_2739167 
anti-human CD366 (TIM-3) clone 7D3, BV421 BD Biosciences cat # 565562; RRID: AB_2744369 
anti-human CD39 clone TU66, BV650 BD Biosciences cat # 563681; RRID: AB_2738370 
anti-mouse CD3 clone 145-2C11, BV786 BD Biosciences cat # 564379; RRID: AB_2738780 
anti-mouse CD4 clone GK1.5, BUV496 BD Biosciences cat # 564667; RRID: AB_2722549 
anti-mouse CD8 clone 53-6.7, BUV737 BD Biosciences cat # 564297; RRID: AB_2722580 
anti-mouse CD45.2 clone 104, FITC BD Biosciences cat # 553772; RRID: AB_395041 
anti-mouse PD1 clone J43, BUV396 BD Biosciences cat # 744549; RRID: AB_2742320 
anti-mouse TIGIT clone GIGD7, PerCPeF710 eBiosciences cat # 46-9501-82; RRID: AB_11150967 
anti-mouse TIM3 clone RMT3-23, BV421 BD Biosciences cat # 747626; RRID: AB_2744192 
anti-mouse CTLA4 clone UC10-4B9, PeCy7 eBiosciences cat # 25-1522-82; RRID: AB_2688105 
anti-human CD19 clone HIB19, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 302263 
anti-human TIGIT clone A15153G TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 372727 
anti-human PDL1 clone 29E.2A3, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 329749 
anti-human CD3 clone UCHT1 TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 300477 
anti-human CD8a clone RPA-T8, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 301069 
anti-human CD4 clone RPA-T4, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 300565 
anti-human PD-1 cloneEH12.2H7, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 329961 
anti-human CD45R0 clone UCHL1, TotalSeq-B 
ADT  BioLegend  cat # 304257 
anti-human CD14 clone M5E2, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 301857 
anti-human CD56 clone QA17A16, TotalSeq-B 
ADT  BioLegend  cat # 392423 
anti-human CD25 clone BC96, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 302647 
anti-human CD45RA clone HI100, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 304161 
anti-human IgG1  isotype clone MOPC-21, 
TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 400185 
anti-human IgG2a  isotype clone MOPC-173, 
TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 400291 
anti-human IgG2b  isotype clone MOPC-11, 
TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 400379 
Biological samples    
human blood and splenic lymphoma samples  EFS, IUCTO   N/A (REC approval numbers: nDC-2009-989)  
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human HNSCC, OVCAR, and UTCAR tumor 
biopsy samples IUCTO   
N/A (REC approval numbers: (nDC-2016-
2656 and DECIdE protocol 
NCT03958240) 
Chemicals & Reagents    
RPMI 1640 medium Dutscher cat # L0498-500 
Fetal calf serum  ThermoFisher Scientific cat # 10270-098 
DMSO Sigma-Aldrich cat # CP-10 
PBS GIBCO cat # 14200-067 
Ficoll-Hypaque  GE Healthcare cat # CMSMSL01-0U 
HEPES  GIBCO cat # 15630056 
L-Glutamine GIBCO cat # 25030081 
Penicillin-Streptomycin GIBCO cat # 15140122 
Sodium Pyruvate GIBCO cat # 11360039 
EDTA Invitrogen cat # 15575-038 
Puromycin Millipore  cat #MABE343; RRID: 1000-70 
5’-Atto647-Oligo d(T)30 Integrated DNA Technologies N/A 
anti-human CD45 (TIL) MicroBeads Miltenyi cat # 130-118-781 
RNase Inhibitor Clontech cat # 2313A 
Triton X-100 Sigma-Aldrich cat # T9284 
dNTPs ThermoFisher cat # 10319879 
ERCC RNA Spike-in mix Ambion cat # 4456740 
SMARTScribe™ Reverse Transcriptase Clontech cat # 639538 
AMPure XP beads Beckman Coulter cat # A63881 
96-well plates Falcon cat # 353077 
Commercial Assays    
Chromium Single Cell 3ʹ GEM, Library & Gel Bead 
Kit v3, 4 rxns  10x Genomics cat # PN-1000092 
Chromium Single Cell B Chip Kit, 48 rxns 10x Genomics cat # PN-1000073 
Chromium i7 Multiplex Kit, 96 rxns 10x Genomics cat # PN-120262 
Chromium Single Cell 3ʹ Feature Barcode Library 
Kit, 16 rxns 10x Genomics cat # PN-1000079 
High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit 1-
6000bp Agilent Technologies cat # DNF-474-0500 
Lib Quantification Kit Illumina universel Roche Diagnostics  cat # 0796014000  
Lib Quantification Standards 0-6 Roche Diagnostics  cat # 07960409001 
NextSeq™ 500/550 High Output Kit v2.5 (150 
Cycles) Illumina France cat # 20024907 
SPRIselect Reagent Kit Beckman Coulter cat #  B23317 
Phix Control v3 Référence FC-110-3001 Illumina France cat # FC-110-3001 
The Human T Lymphocytes Enrichment Set-DM  BD biosciences cat # 557874 
Transcription factor staining buffer set  eBioscience  cat # 00-5523 
Dead Cell Removal Kit  Miltenyi Biotec cat # 130-090-101 
Mix-n-stain Antibody Labeling kit Biotum cat # 92272 
Deposited Data   
10x Chromium raw data This paper pending 
Processed count matrices and metadata This paper attached to this file 
Experimental Models: Cell lines    
TC1 cells expressing the HPV16 E6 and E7 
proteins  
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Experimental Models: Organisms and Strains   
C57BL/6 mice Janvier Labs  C57BL/6Rj 
Softwares, Algorithms and versions     
Single-cell Multilayer Viewer This paper https://github.com/MarionPerrier/scMLV 
Single-Cell Signature Scorer (Pont et al., 2019) https://sites.google.com/site/fredsoftwares/products/single-cell-signature-explorer 
Single-Cell Virtual Cytometer  (Pont et al., 2020) https://sites.google.com/site/fredsoftwares/products/single-cell-virtual-cytometer 
Seurat v3.2.2 (Satija et al, 2015) https://satijalab.org/seurat/ 
dyno v0.1.2 Github via devtools https://dynverse.org/ 
tidyverse v1.3.0 Github via devtools https://dynverse.org/ 
Prism 8 v8.4.1 GraphPad Software N/A 
Flowlogic v7 Miltenyi Biotec cat # 150-000-382 
CellRanger 10x Genomics N/A 
R R Development Core Team https://www.r-project.org/ 
Cytobank  Beckman Coulter http://www.cytobank.org 
Others    
10x library preparation protocol 10x Genomics https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-expression/library-prep 
 924 
Resource availability  925 
Lead Contact Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will 926 
be fulfilled upon reasonable requests by the Lead Contact, Jean-Jacques Fournie (jean-927 
jacques.fournie@inserm.fr).  928 
 929 
Materials Availability This study did not generate new unique reagents.  930 
 931 
Data Availability The raw data produced in this study are available at Gene Expression Omnibus (GEO) 932 
with a pending GSE accession number. Published scRNAseq datasets used in this study are available at 933 
GEO with the accession numbers: GSE110686, GSE114724, GSE120575, GSE123813, GSE128531, 934 
GSE139324, GSE140228; at the European Genome-phenome Archive (EGA) with the accession number:  935 
EGAS00001004085; and at the Array Express Archive (AE) with the accession number: E-MTAB-6149. 936 
The integrated (cell, UMI) matrices of γδ T and T CD8 depicted in Tables S2, S3 are available in Tables 937 
S6, S7. 938 
 939 
Code Availability Single-cell Multilayer Viewer (scMLV) developed for this study is available on GitHub 940 
repository: https://github.com/MarionPerrier/scMLV. Single-Cell Signature Scorer and Single-Cell Virtual 941 
Cytometer are available at: https://sites.google.com/site/fredsoftwares/products. Seurat v3.2.2 is available 942 
from the Comprehensive R Archive Network (CRAN) and further details in the installation could be found 943 
on https://satijalab.org/seurat/. The collection of R packages (dyno v0.1.2 and tidyverse v1.3.0) are 944 
available from Github via devtools, further details in the installation could be found on 945 
https://dynverse.org/.  946 
 947 
Experimental model and subject details  948 
Clinical/Patient sample collection The SMZL samples were collected at the Institut Universitaire du 949 
Cancer de Toulouse-Oncopole (IUCT-O) and processed at the CRB Cancer from Hôpitaux de Toulouse, 950 
following the standard ethical procedures (Declaration of Helsinki), after obtaining written informed 951 
consent from all patients and upon approval by the Institutional Review Board (nDC-2009-989). The 952 
carcinoma samples were collected from patients with head and neck squamous cell carcinoma, ovarian 953 
cancer and cervical cancer at the time of surgery at the Institut Universitaire du Cancer de Toulouse-954 
Oncopole (IUCT-O) in accordance to the Declaration of Helsinki, upon approval by the Institutional Review 955 
Board (nDC-2016-2656 and DECIdE protocol, NCT03958240) and signed informed consent. 956 
 957 
The burnout of  TILs in human cancers     J.P. Cerapio-Arroyo et al, 2020 
244 
Mouse models Female C57BL/6 mice, seven weeks old, were purchased from Janvier Laboratory (Le 958 
Genest-Saint-Isle, France) and then maintained in pathogen-free facilities for experiments and for the 959 
specified analyses. Experimental protocols were approved by regional Ethic Committee of Toulouse 960 
Biological Research Federation (ref C2EA-01, FRBT) and by the French Ministry for Higher Education 961 
and Research. The European directive 2010/63/EU was followed for guidelines on animal welfare.  962 
 963 
Method details  964 
Cells and flow cytometry Healthy donors PBMC were obtained after Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) 965 
density centrifugation, and cultured in RPMI 1640 medium (Dutscher) supplemented with 10% fetal bovine 966 
serum (ThermoFisher Scientific). Human tumor biopsy specimens were weighed, washed with PBS and 967 
mechanically disrupted. These preparations were centrifuged on a Ficoll gradient and frozen. When 968 
specified in text, T cells were isolated by negative selection using the Human T Lymphocytes Enrichment 969 
Set-DM (BD Biosciences) according to the manufacturer’s instructions. TC1 cells expressing the HPV 16 970 
E6 and E7 proteins were developed in the laboratory of T.C. Wu (Johns Hopkins University ). Resting 971 
PBMC control were processed for immunostaining with the specified antibodies or ADT (Biolegend) for 972 
20 min at room temperature. For intracellular stainings, cells were fixed and permeabilised using the 973 
transcription factor staining buffer set (eBioscience) before staining with the proper antibodies or reagent. 974 
Used antibodies are listed in the Key Resource Table. Flow cytometry acquisitions were performed on a 975 
BD LSR II cytometer (BD Biosciences) and data were analyzed with Cytobank (http://www.cytobank.org).  976 
 977 
Single cell RNA sequencing The Chromium Controller Single-Cell Instrument and Chromium Single Cell 978 
3′ Library & Gel Bead Kit (V3) were used to prepare individually barcoded single -cell RNA-Seq libraries, 979 
following manufacturer’s instruction (10x Genomics). Briefly, cells were thawed and viability was improved 980 
by using Dead Cell Removal Kit (Miltenyi Biotec). Then, cells were washed twice with calcium and 981 
magnesium free phosphate buffered saline containing 0.04% bovine serum albumin, and re -suspended 982 
at a concentration comprised between 700-1200 cells/µL (viability>90%) in the same buffer. For the 983 
experiment, 10 000 cells of each sample were loaded to obtain a yield comprised between 2000 and 7000 984 
sequenced cells. Reverse transcription was performed on the C1000 Touch Thermal Cycler, and cDNA 985 
were amplified for 12 cycles. cDNA quality control and dosage were performed on Fragment Analyzer, 986 
and then by PCR. Double sided size selection of PCR products was performed with SPRIselect Reagent 987 
Kit (Beckman Coulter). The sequencing-ready library was cleaned up with SPRIselect beads (Beckman 988 
Coulter) and the sequencing was performed on a HiSeq 3000 instrument (Illumina)  with a sequencing 989 
depth of at least 50,000 reads per cell.  990 
 991 
Quantification and statistical analysis 992 
scRNA-seq data pre-processing and QC The sequencing output bcl2 files were converted to FASTQ 993 
format by using cellranger-mkfastq™ algorithm (10x Genomics), and cellranger-count was applied to align 994 
to the GRCh38 reference transcriptome and build the (cell, UMI) expression matrix for each sample. 995 
Preprocessing, normalization of UMI, and QC were assessed using the R package Seurat (Butler et al., 996 
2018; Stuart et al., 2019). First, genes that correspond to human leukocyte antigens (HLA) and genes 997 
located in chromosome X and Y were removed, and the quality of cells was then determined by the 998 
number of detected genes per cell, and the proportion of mitochondrial genes. Additional datasets 999 
downloaded from 10x Genomics website, Gene Expression Omnibus (GEO), European Genome-1000 
phenome Archive (EGA), and ArrayExpress followed the same preprocessing and QC analyses. 1001 
 1002 
Gene annotations All gene symbols and protein annotations were from public databases (Uniprot, 1003 
Genecards, and The Human Protein Atlas for humans) and transcription factors genes were defined as 1004 
such from the GO annotations.  1005 
 1006 
Integration of PBMC scRNASeq datasets Here, 7 different scRNAseq datasets were assembled to 1007 
digitally extract control γδ T lymphocytes from PBMC of several healthy individuals. This comprised 1008 
(n=8,202) pure γδ T lymphocytes cell-sorted by cell surface TCRV 1 or TCRV 2 from the PBMC of n=3 1009 
healthy donors (Pizzolato et al., 2019) and (n=25,736) PBMC from 4 other healthy donors (4k +8k from 1010 
10XGenomics-3’platform V2, and 10k +1k from 10XGenomics-3’platform V3 downloaded from 1011 
10xGenomics resource). After pre-processing and QC discarding cell doublets and dying cells, the 7 1012 
datasets were integrated using Seurat 3.0 (Stuart et al., 2019).  Briefly, the datasets were normalized 1013 
together and variable features from each dataset were identified by FinVariable-Data before identification 1014 
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of anchors correspondences across all the datasets. The final integrated so-called ‘control’ dataset 1015 
expression matrix contained 26,313 features across n=25,252 control cells (n=17,803 PBMC plus n=7,449 1016 
purified γδ T lymphocytes). Principal components analysis (PCA) was performed on this integrated 1017 
dataset and used to calculate uniform manifold approximation and projection (UMAP), as well as t-1018 
distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) coordinates. When visualized in UMAP space 1019 
(McInnes et al., 2018), its main cell types were annotated by expression of the CD14, CD19, CD3D, and 1020 
NCAM marker genes (Figure S10 a).  1021 
 1022 
Single cell signatures and scores Integrated and normalized scRNAseq datasets were then scored for 1023 
the multigene signatures specified in text (Table S1) which were downloaded from the MSigDB 1024 
(https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/collections.jsp) unless specified otherwise. Each single cell 1025 
score for each geneset was computed as described (Pont et al., 2019). Briefly, Single-Cell Signature 1026 
Scorer computes the score of cell Cj for gene set GSx as the sum of all UMI for all the GSx genes expressed 1027 
by Cj divided by the sum of all UMI expressed by C j:  1028 
 1029 
Score of cell Cj for geneset GSx = (∑(UMI)GSx) / (∑(UMI)Cj)              (1) 1030 
 1031 
For further visualization, all cell signatures scores are merged with each cell’s UMAP coordinates using 1032 
Single-Cell Signature Merger (Pont et al., 2019). 1033 
 1034 
Score and Gate of  T and T CD8 cells from PBMC Based on using single cell signature scores to identify 1035 
cells, this procedure allows the selective and exhaustive digital isolation from any scRNAseq dataset of 1036 
any subset of cells specified by characteristic single cell scores.The γδ T cell detection which previously 1037 
relied on a single gene signature (Pizzolato et al., 2019), was improved here by implementing a sequence 1038 
of positive and negative cell selections from multiple gene signatures, called ‘Score and Gate’. The above 1039 
n= 25,252 single cells were scored for the specified gene signatures (Table S1) using Single-Cell 1040 
Signature Explorer (Pont et al., 2019) and scores were sequentially visualized on scatterplots by Single-1041 
Cell Virtual Cytometer (Pont et al., 2020). The Score and Gate procedure comprises five sequential 1042 
gatings steps, here applied starting from the (n=17,803) PBMC sub-dataset alone: 1043 
 1044 
1.  Positive selection of double negative cells [= T and NK lineages (n=11,768)] from the scatterplot of ‘B 1045 
cell’ and ‘Myeloid cell’ signatures. 1046 
2. Scatterplot of ‘B cell’ signature against the addition of ‘CD8AB’ and ‘TCRγδ’ signatures to positively 1047 
select the double positive cells [= non-CD4 T cells (n=6,162)].  1048 
3. Scatterplot of ‘CD8ab’ signature against ‘TCRα constant gene TRAC’ signature to digitally extract 1049 
double-positive cells [= αβ T CD8 lymphocytes (n=3,680)] on the one hand, and negative cells [= γδ T 1050 
(n=2,161) plus CD4CD8-double negative αβ T cells] on the other hand.  1051 
4. Scatterplot of the addition of ‘CD3 complex’ and ‘TCRα constant gene TRAC’ signatures against the 1052 
addition of ‘CD3 complex’ and ‘TCRγδ’ signatures to extract the ‘CD3 complex’-‘TCRγδ’ double-1053 
positive cells [=γδ T lymphocytes (n=580, 3% of initial PBMC)].  1054 
 1055 
TCR subtyping by compensated scores of TCRVγ9 and TCRVγnon9 cells Since γδ T lymphocytes 1056 
express either the TRGC1-encoded TCRVγ9 or the TRGC2-encoded TCRVγnon9 in a mutually 1057 
exclusive fashion, the extracted γδ T lymphocytes were classified on ‘TRDC, TRGC1’ positive cells 1058 
[=TCRVγ9 cells (n=312)] or ‘TRDC, TRGC2’ positive cells [=TCRVγnon9 cells (n=268)] using a 1059 
compensated version of these two signatures. Compensated scores are obtained by multiplying the 1060 
score of the geneset of interest, here GSSTCRVγ9, by its difference to its complementary geneset 1061 
(GSSTCRVγ9 minus GSSTCRVγnon9): 1062 
 1063 
GSS TCRVγ9comp = GSS TCRVγ9 ∗ (GSS TCRVγ9 − GSS TCRVγnon9)                    (1)   1064 
  1065 
Scatterplots of compensated scores for the two complementary genesets GSSTCRVγ9 and GSS TCRVγnon9 1066 
unambiguously identify the TCRVγ9 or TCRVγnon9 subset of each γδ T lymphocyte (Figure S10b).  1067 
 1068 
Validation of the Score and Gate method of digital extraction The method was validated with two different 1069 
scRNAseq dataset: our formely depicted dataset (Pizzolato et al., 2019) of purified  T lymphocytes and 1070 
a CITEseq dataset of PBMC. When applied to the (n=7,449) purified γδ T cell sub-dataset, this same 1071 
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score and gate strategy extracted (n=5,542) γδ T cells (74% sensitivity). Given their already known 1072 
TCRVδ1/TCRVδ2 subtype, the TCRVγ9/non9 subdivision delineated (n=2,328) TCRVγ9Vδ2, (n=1,993) 1073 
TCRVγnon9Vδ1, (n=817) TCRVγnon9Vδ2, and (n=404) TCRVγ9Vδ1 cells. Notwithstanding the equal 1074 
rates of annotated TCRVδ1 and TCRVδ2 cells deliberately composing this sub-dataset (Pizzolato et al., 1075 
2019), such results confirmed the prominence of TCRVγ9Vδ2 cells over all the other TCR subsets of 1076 
blood γδ T, and the preferential pairings of TCRVγ9 (85%) with TCRVδ2, and of TCRVγnon9 (71%) with 1077 
TCRVγ1 (Figure S10 c). In the UMAP, (n=5,537 out of the 5,542) extracted γδ T cells are embedded in 1078 
the T cell clusters (Figure S10 d) showing the γδ T cell detection specificity by score and gate had 1079 
improved (99.9 vs 95%) in earlier method (Pizzolato et al., 2019), and successfully extracted those γδ T 1080 
cells embedded in CD4 and CD8 T cells clusters.  1081 
Since CITEseq datasets provide both transcriptomes and immune phenotypes of single cells (Stoeckius 1082 
et al., 2017), the same score and gate sequence was also applied to our CITEseq dataset of 3k PBMC 1083 
from a healthy donor (GSE144434) (Pont et al., 2020). This extracted (n=137) γδ T cells (4.7% of PBMC, 1084 
encompassing n=81 TCRVγ9 plus n=56 TCRVγnon9 cells) of cell surface CD3+CD4-CD8- phenotype, and 1085 
embedded with T CD8 and NK cells in UMAP (Figure S11), as expected. These results validated the score 1086 
and gate method, and the lymphocytes extracted from the CITEseq dataset were integrated to the control 1087 
datasets, totalizing (n=6,259) γδ T and (n=4,405) T CD8 lymphocytes. The integrated (cell x gene) 1088 
matrices of control blood  T and T CD8 single cells, respectively annotated for pseudotime and 1089 
differentiation hallmarks in Tables S2, S3 are also provided as resources in Tables S6, S7. 1090 
 1091 
Extraction of TILs from public scRNAseq datasets of tumor samples The scRNA-seq of tumor lesions 1092 
from 3 patients with splenic marginal zone lymphoma (SMZL) were produced for this study, and additional 1093 
datasets of tumors from other cancers were downloaded from public resources (GEO, EGA, and AE). 1094 
These encompassed tumor samples from cutaneous T cell lymphoma (CTCL) (Gaydosik et al., 2019), 1095 
Hodgkin lymphoma (HL) (Aoki et al., 2020), lung adenocarcinoma (LUAD) (Lambrechts et al., 2018; Kim 1096 
et al., 2020), breast carcinoma (BRCA) (Azizi et al., 2018), triple negative breast cancers (TNBC) (Savas 1097 
et al., 2018), head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) (Cillo et al., 2020), hepatocellular 1098 
carcinoma (HCC) (Zheng et al., 2017), basal cell carcinoma (BCC) (Yost et al., 2019), and melanoma 1099 
(MEL) (Sade-Feldman et al., 2018) (Tables 5). The same score and gate procedure was applied to the 1100 
pre-processed and quality controlled datasets for digital extraction of γδ T (n= 5,950) and T CD8 (n= 1101 
61,485) cells, called TILs. From the CTCL samples, the malignant T lymphocytes were filtered out from 1102 
TILs by gating out those cells overexpressing the marker   gene TOX and the CTCL-specific 17 gene 1103 
signature (Gaydosik et al., 2019). The integrated (cell x gene) matrices of all control blood and TILs-1104 
derived  T and T CD8 single cells, respectively annotated for pseudotime and differentiation hallmarks  1105 
in Tables S2, S3 are also provided as resources in Tables S6, S7. 1106 
 1107 
Trajectory Inference After the digital extraction of γδ T and T CD8 lymphocytes from normal and cancer 1108 
samples, both control and TILs were integrated, independently for each lineage (γδ T and T CD8), by 1109 
using Seurat (R package) (Stuart et al., 2019), as described above. The final integrated expression 1110 
matrices contained 36,417 features across 13,536 samples for γδ T, and 76,892 features across 66,211 1111 
samples for T CD8. Next, the γδ T and T CD8 integrated matrices were independently used for maturation 1112 
trajectory inference using dynverse (collection of R packages), which provide more than 45 different 1113 
methods for trajectory inference (TI). The TI was calculated following the recommended workflow 1114 
(Saelens et al., 2019). Briefly, the normalised (log2) of raw expression data, and UMAP coordinates were 1115 
used as an input. The most suiTable STI methods for our datasets was determined by applying ‘guidelines’ 1116 
function (dynverse on R) where Slingshot, PAGA, PAGA-T and Minimum Spanning Tree (MST) returned 1117 
comparable trajectories for γδ T and T CD8 (shown for T CD8 in Figure S12).  The shorter computational 1118 
times led us to select MST to infer the maturation trajectories of the γδ T and T CD8, independently 1119 
(‘ti_mst’ function, dynverse on R), with default settings. Additional signatures (‘Tn’ and ‘Teff’) were scored, 1120 
as described above, and together with the obtained MST attributes: dimension reduction coordinates  1 1121 
and 2 (MST1 and MST2), milestones and pseudotime, were used to define the root of the trajectory 1122 
(‘add_root’ function) of the γδ T and T CD8 lymphocytes. Of note, MST attributes allow multiple 1123 
visualizations in R (Figure S13). The data were visualized as pseudotimed trajectories (see below). 1124 
 1125 
Pseudotimed trajectories The pseudotimed trajectory is a bidimensional representation of trajectory 1126 
inferred for any single cell (p) in which (x,y,z) are the MST coordinates for pseudotime, MST1, and MST2, 1127 
respectively. The dim_proj method takes each cell’s (x,y,z) from this 3-dimension space (X: pseudotime, 1128 
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Y: MST1, Z: MST2) and projects them in a 2-dimension plane where pseudotime is one of these 1129 
dimensions (XoY’). Between the 3 orthonormal dimensions (XYZ) and the projection plane (XoY’), there 1130 
is a rotation angle (ZoY’) called β (Figure S14 a). The new projected coordinates (x,y’) of the cell p are 1131 
calculated as follows:  1132 
 1133 
o’p2=y2+z2                                                   (1) 1134 
cos( + ) =o’y’ / o’p                                     (2) 1135 
 1136 
So the new Y coordinate y’ of p projection in the plane is: 1137 
 1138 
o’y’ = √(𝑦2 + 𝑧2) * cos( + )                       (3) 1139 
                                                1140 
o’y’ = √(𝑦2 + 𝑧2) * cos(arctan((𝑦/𝑧)+ )                  (4) 1141 
 1142 
To avoid negative values, the whole trajectory was translated by adding the minimal coordinates (ymin, 1143 
zmin) of the trajectory cells to the initial (y, z) coordinates: 1144 
 1145 
o’y’ = √(𝑦 + 𝑦𝑚𝑖𝑛)2 + (𝑧 + 𝑧𝑚𝑖𝑛)2 * cos(arctan((𝑦 + 𝑦𝑚𝑖𝑛) (𝑧 + 𝑧𝑚𝑖𝑛)⁄ )+ )             (5) 1146 
 1147 
The resulting trajectory using only cell’s coordinates (x, y’) is called pseudotimed trajectory. Of note, 1148 
although the trajectory itself is independent of the rotation angle β, selecting this latter allows to optimize 1149 
visualization of the same trajectory and its eventual branches (Figure S14 b). 1150 
 1151 
Heatmaps Heatmaps of gene expression level (UMI mean) per milestone were generated with color scale 1152 
based on the z-score distribution per row, and shown from row min (purple) to row max (yellow) (Figures 1153 
1 c, 2 b). Heatmaps of TDEG expression level (mean per milestone) were generated with color scale 1154 
based on the z-score distribution per row, and shown from row min (blue) to row max (red) (Figure S4). 1155 
Heatmaps of multigene signature score per milestone (milestone mean) were generated by computing 1156 
scores with Single-Cell Signature Explorer (Pont et al., 2019) as depicted above, with color scale based 1157 
on the z-score distribution per row, and shown from row min (white) to row max (dark red). Heatmaps of 1158 
cell counts per milestone were generated as fractions of the row total, and shown from row min (white) to 1159 
row max (dark blue) (Figure S8 a). Heatmaps of cell pseudotime (linear scale of purple) were shown 1160 
overlaid on gene signature scatterplots (Figure S5 a). 1161 
 1162 
Classifications The cell classifications Ttrm and Tex were performed by ‘at least one binary’ as follows. 1163 
The specified single cells were scored for several reference gene signatures (Table S1). For Tex 1164 
classification, the reference Tex signatures were five published and partially overlapping Tex genesets 1165 
(Chihara et al., 2018; Alfei et al.,   732   2019; Khan et al., 2019; Tosolini et al., 2016; Balança et al., 2020). 1166 
For each signature, a cut-off was defined as the maximal score of the (n=3,680) control γδ T CD8 1167 
lymphocytes extracted from healthy adults PBMC. This threshold defined the cell’s binary (1: cell score > 1168 
threshold, 0:  otherwise). The Tex cut-offs were:  3.9 for ‘Chihara_IL27_Coinhib_module’ (Chihara et al., 1169 
2018); 0.52 for ‘Alfei_d20_tox’ (Alfei et al., 2019); 0.22 for ‘Khan_Tox_OverExpressed_genes’ (Khan et 1170 
al., 2019); 0.5 for ‘Tosolini_ NHL_IEGS33’ (Tosolini et al., 2016); and 0.16 for ‘Balanca_QP_genes’ 1171 
(Balança et al., 2020). For each TIL, the five Tex binaries were summed, and any TIL with a non-zero 1172 
sum of binaries was classified Tex. The Ttrm classification was applied likewise using six reference and 1173 
partially overlapping Ttrm signatures from the litterature (Kumar et al., 2017; Wu et al., 2020). The 1174 
binarizing cutoffs established with the control T CD8 lymphocytes were: 0.46 for ‘Kumar_13g_Ttrm’; 0.3 1175 
for ‘Kumar_3g_Ttrm’ (Kumar et al., 2017); 3.72 for ‘Wu_Tcellcluster4.1_trm’; 2.6 for 1176 
‘Wu_Tcellcluster8.3_trm’; 2.8 for ‘Wu_Tcellcluster8.3b_trm’; 4.2 for ‘Wu_Tcellcluster8.3c_trm’ (Wu et al, 1177 
2020). These Ttrm binaries were summed, and any TIL with a non- zero sum of Ttrm binaries was 1178 
classified Ttrm. The cytolytic T cell infiltrates of tumors were arbitrarily classified by total cytolytic (T CD8 1179 
+ γδ T) TIL counts as deserts (D, <100 TILs), classic (C, 100-1000 TILs), or inflamed (I, >1000 TILs). The 1180 
Tex classification from the flow cytometry data was based on both median (PD-1hiTIM-3+)>8 % and 1181 
median (PD-1hiCD39+)>12%. The reactivity of tumor infiltrates (TI) from ICB-treated MEL and BCC 1182 
patients was classified as TI-R (reactive)/TI-NR (non-reactive) based on the difference of total TIL counts 1183 
(post-pre ICB therapy) by TI-R: ∆>0, else TI-NR.  1184 
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 1185 
Data visualization The scRNAseq data visualization softwares currently available allow users to visualize 1186 
only one layer of information at a time. So we developed Single-cell Multilayer Viewer, a serverless 1187 
software for visualization of up to 5 layers of information.  It is available on GitHub repository: 1188 
https://github.com/MarionPerrier/scMLV. Single-cell Multilayer Viewer allows to merge and visualize up to 1189 
5 layers of quantitative and qualitative variables, alone or in combination. Briefly, it takes as input a matrix 1190 
(tsv format file) of cell Ids as rows with information variables as columns. Information variables may 1191 
comprise among others, UMAP, and/or MST coordinates, pseudotime, dimp_proj (projection of MST 1192 
coordinate on pseudotime, see above), single gene expression UMI, multigene signature scores, and 1193 
quantitative or qualitative cell annotations (e.g. mile- stones, donor, tissue type, cell classification, etc.). 1194 
Here, pseudotimed trajectories were drawn using (pseudotime, dimp_proj) as (x,y) coordinates, and the 1195 
additional information layers were signature scores (Figures 1 d, 2 c),  cell type (Figure 1 b), cell classes 1196 
(Figures 1 a, 2 a, 4 c, S6 a, etc.) as depicted in text. Quantitative layers were represented by color-scale 1197 
from grey to the specified color (Figures 5 a, 6, 7 a), while qualitative layers were represented by shapes 1198 
(Figures S11), colors (Figures 5 a, 6 a, 7 c), and/or sizes (Figures S8 b, S11). The resulting plots can be 1199 
exported as svg or png format files.   1200 
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Graphical Abstract 1201 
 1202 
Highlights 1203 
• Score and Gate Method for digital purification of  T lymphocytes from any scRNAseq dataset 1204 
• a public route of  T cell differentiation and resource data including single cells, genes, and hallmarks  1205 
• translation profiles regress likewise during cytotoxic differentiation of  T and T CD8 cells 1206 
• qualitative and quantitative coherence of  T and T CD8 infiltrating human tumors 1207 
 1208 
 1209 
  1210 
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Key Resource Table 1211 
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 
Antibodies     
anti-human CD8a clone RPA-T8, BV421 BioLegend  cat # 301036; RRID: AB_10960142 
anti-human CCR7 clone G043H7,  PE-Cy7  Biolegend  cat # 353226; RRID: AB_11126145 
anti-human CD45RA clone REA1047, PE-Vio615 Miltenyi Biotec  cat # 130-117-745; RRID: AB_2732977 
anti-human S6 Ribosomal Protein clone 54D2, Cell Signaling Technology  cat # 5317S; RRID: AB_10694920  
anti-human CD3 clone UCH-T1, PE BD Biosciences cat # 555333; RRID: AB_395740 
anti-human CD4 clone RPA-T4, BUV395 BD Biosciences cat # 564724; RRID: AB_2738917 
anti-human CD8 clone RPA-T8, V500 BD Biosciences cat # 560774; RRID: AB_1937325 
anti-human CD25 clone B1.49.9, APC Beckman Coulter cat # B09684; RRID: AB_2861133 
anti-human CD127 clone A019D5, APC-Cy7 Biolegend  cat # 351348; RRID: AB_262957 
anti-human PANTCRgd clone B1.49.9, FITC Beckman Coulter cat # B49175; RRID: AB_2861133 
anti-human CD197 (CCR7), PerCP-Vio700 Miltenyi  cat # 130-108-288; RRID: AB_2655960 
anti-human CD45RA clone L48, PE-Cy7 BD Biosciences cat # 337186; RRID: AB_2828012 
anti-human PD-1 clone EH12.1, BUV737 BD Biosciences cat # 565299; RRID: AB_2739167 
anti-human CD366 (TIM-3) clone 7D3, BV421 BD Biosciences cat # 565562; RRID: AB_2744369 
anti-human CD39 clone TU66, BV650 BD Biosciences cat # 563681; RRID: AB_2738370 
anti-mouse CD3 clone 145-2C11, BV786 BD Biosciences cat # 564379; RRID: AB_2738780 
anti-mouse CD4 clone GK1.5, BUV496 BD Biosciences cat # 564667; RRID: AB_2722549 
anti-mouse CD8 clone 53-6.7, BUV737 BD Biosciences cat # 564297; RRID: AB_2722580 
anti-mouse CD45.2 clone 104, FITC BD Biosciences cat # 553772; RRID: AB_395041 
anti-mouse PD1 clone J43, BUV396 BD Biosciences cat # 744549; RRID: AB_2742320 
anti-mouse TIGIT clone GIGD7, PerCPeF710 eBiosciences cat # 46-9501-82; RRID: AB_11150967 
anti-mouse TIM3 clone RMT3-23, BV421 BD Biosciences cat # 747626; RRID: AB_2744192 
anti-mouse CTLA4 clone UC10-4B9, PeCy7 eBiosciences cat # 25-1522-82; RRID: AB_2688105 
anti-human CD19 clone HIB19, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 302263 
anti-human TIGIT clone A15153G TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 372727 
anti-human PDL1 clone 29E.2A3, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 329749 
anti-human CD3 clone UCHT1 TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 300477 
anti-human CD8a clone RPA-T8, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 301069 
anti-human CD4 clone RPA-T4, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 300565 
anti-human PD-1 cloneEH12.2H7, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 329961 
anti-human CD45R0 clone UCHL1, TotalSeq-B 
ADT  BioLegend  cat # 304257 
anti-human CD14 clone M5E2, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 301857 
anti-human CD56 clone QA17A16, TotalSeq-B 
ADT  BioLegend  cat # 392423 
anti-human CD25 clone BC96, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 302647 
anti-human CD45RA clone HI100, TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 304161 
anti-human IgG1  isotype clone MOPC-21, 
TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 400185 
anti-human IgG2a  isotype clone MOPC-173, 
TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 400291 
anti-human IgG2b  isotype clone MOPC-11, 
TotalSeq-B ADT  BioLegend  cat # 400379 
Biological samples    
human blood and splenic lymphoma samples  EFS, IUCTO   N/A (REC approval numbers: nDC-2009-989)  
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human HNSCC, OVCAR, and UTCAR tumor 
biopsy samples IUCTO   
N/A (REC approval numbers: (nDC-2016-
2656 and DECIdE protocol 
NCT03958240) 
Chemicals & Reagents    
RPMI 1640 medium Dutscher cat # L0498-500 
Fetal calf serum  ThermoFisher Scientific cat # 10270-098 
DMSO Sigma-Aldrich cat # CP-10 
PBS GIBCO cat # 14200-067 
Ficoll-Hypaque  GE Healthcare cat # CMSMSL01-0U 
HEPES  GIBCO cat # 15630056 
L-Glutamine GIBCO cat # 25030081 
Penicillin-Streptomycin GIBCO cat # 15140122 
Sodium Pyruvate GIBCO cat # 11360039 
EDTA Invitrogen cat # 15575-038 
Puromycin Millipore  cat #MABE343; RRID: 1000-70 
5’-Atto647-Oligo d(T)30 Integrated DNA Technologies N/A 
anti-human CD45 (TIL) MicroBeads Miltenyi cat # 130-118-781 
RNase Inhibitor Clontech cat # 2313A 
Triton X-100 Sigma-Aldrich cat # T9284 
dNTPs ThermoFisher cat # 10319879 
ERCC RNA Spike-in mix Ambion cat # 4456740 
SMARTScribe™ Reverse Transcriptase Clontech cat # 639538 
AMPure XP beads Beckman Coulter cat # A63881 
96-well plates Falcon cat # 353077 
Commercial Assays    
Chromium Single Cell 3ʹ GEM, Library & Gel Bead 
Kit v3, 4 rxns  10x Genomics cat # PN-1000092 
Chromium Single Cell B Chip Kit, 48 rxns 10x Genomics cat # PN-1000073 
Chromium i7 Multiplex Kit, 96 rxns 10x Genomics cat # PN-120262 
Chromium Single Cell 3ʹ Feature Barcode Library 
Kit, 16 rxns 10x Genomics cat # PN-1000079 
High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit 1-
6000bp Agilent Technologies cat # DNF-474-0500 
Lib Quantification Kit Illumina universel Roche Diagnostics  cat # 0796014000  
Lib Quantification Standards 0-6 Roche Diagnostics  cat # 07960409001 
NextSeq™ 500/550 High Output Kit v2.5 (150 
Cycles) Illumina France cat # 20024907 
SPRIselect Reagent Kit Beckman Coulter cat #  B23317 
Phix Control v3 Référence FC-110-3001 Illumina France cat # FC-110-3001 
The Human T Lymphocytes Enrichment Set-DM  BD biosciences cat # 557874 
Transcription factor staining buffer set  eBioscience  cat # 00-5523 
Dead Cell Removal Kit  Miltenyi Biotec cat # 130-090-101 
Mix-n-stain Antibody Labeling kit Biotum cat # 92272 
Deposited Data   
10x Chromium raw data This paper pending 
Processed count matrices and metadata This paper attached to this file 
Experimental Models: Cell lines    
TC1 cells expressing the HPV16 E6 and E7 
proteins  
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Experimental Models: Organisms and Strains   
C57BL/6 mice Janvier Labs  C57BL/6Rj 
Softwares, Algorithms and versions     
Single-cell Multilayer Viewer This paper https://github.com/MarionPerrier/scMLV 
Single-Cell Signature Scorer (Pont et al., 2019) https://sites.google.com/site/fredsoftwares/products/single-cell-signature-explorer 
Single-Cell Virtual Cytometer  (Pont et al., 2020) https://sites.google.com/site/fredsoftwares/products/single-cell-virtual-cytometer 
Seurat v3.2.2 (Satija et al, 2015) https://satijalab.org/seurat/ 
dyno v0.1.2 Github via devtools https://dynverse.org/ 
tidyverse v1.3.0 Github via devtools https://dynverse.org/ 
Prism 8 v8.4.1 GraphPad Software N/A 
Flowlogic v7 Miltenyi Biotec cat # 150-000-382 
CellRanger 10x Genomics N/A 
R R Development Core Team https://www.r-project.org/ 
Cytobank  Beckman Coulter http://www.cytobank.org 
Others    
10x library preparation protocol 10x Genomics https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-expression/library-prep 
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Cette étude utilise une stratégie d’analyse scRNAseq innovante et permet de 
caractériser les TILJG chez les patients, dans plusieurs types tumoraux. Les TILJG 
partagent des caractéristiques observées dans les TIL CD8. En effet, ils ont un profil 
épuisé mais n’atteignent pas le stade terminal de différenciation, ils expriment des 
marqueurs de résidence tissulaire, ont une forte capacité cytotoxique et une activité 
de traduction diminuée.   
Les lignées lymphocytaires T CD8 et TJG infiltrent les tumeurs dans des proportions 
différentes, cependant leurs profils de différentiation et fonctionnel sont similaires. 
Notamment, les deux lignées se comportent comme un sous-ensemble de cellules 
épuisées et répondent à la thérapie bloquant l’axe PD-1/PD-L1, quels que soient les 
résultats cliniques des patients. 
Ensemble, ces résultats montrent que les TILJG présentent un profil d’épuisement 
associé à celui des TIL CD8 dans la tumeur des patients.  
En conclusion, nous montrons que le microenvironnement de la tumeur est capable 
d’induire l’épuisement des LT CD8 et CD4 mais également celui des LTJG qui adoptent 






Durant mes travaux de thèse, j’ai pu caractériser les LT CD8 et CD4 dans la tumeur 
de patients atteints de cancer des VADS, de l’ovaire et du col de l’utérus. Dans ces 
trois maladies, les TIL épuisés ont le même profil pour chaque lignée CD8 et CD4. 
D’autre part, je montre que les LTJG présentent un profil d’épuisement similaire dans 
la tumeur. 
Les TIL CD8 épuisés expriment plusieurs PCI, les marqueurs d’épuisement CD39 et 
TOX et des marqueurs de résidence tissulaire. Ces LT ont perdu l’expression de la 
molécule de co-stimulation CD28 mais possèdent un fort potentiel cytotoxique et 
expriment CXCL13, qui participe à la formation des TLS. Les LT présents au site 
tumoral ne sont pas tous spécifiques des Ag tumoraux. En revanche, seulement les 
TIL CD8 spécifiques de la tumeur acquièrent ce phénotype épuisé. De façon 
intéressante, nos expériences in vitro montrent que les anticorps anti-PD-1 peuvent 
réactiver les fonctions effectrices des TIL CD8 spécifiques des Ag tumoraux et 
augmenter la prolifération des LT CD8 CD28+ spécifiques de la tumeur en périphérie. 
Nous avons associé une infiltration élevée de TIL CD8 épuisés, identifiés par le 
marqueur TIM-3, à la réponse clinique et à la survie des patients traités par des anti-
PD-1/PD-L1. 
Les TIL CD4 épuisés expriment des niveaux élevés de PD-1 associés au marqueur 
CD39 et produisent de faibles quantités de cytokines. Ils partagent certaines 
caractéristiques des TIL CD8 épuisés, comme l’expression de TOX, CXCR6, CXCL13 
et la spécificité aux Ag tumoraux. Le blocage de PD-1 sur ces TIL CD4 permet leur 
activation conduisant à l’augmentation de l’expression de CD40L, la maturation des 
DC et par conséquent la prolifération des TIL CD8 spécifiques de la tumeur. 
Sur la base de ces résultats, nous proposons un modèle dans lequel les LT CD8 PD-
1+ spécifiques de la tumeur circulants atteignent le site de la tumeur où ils sont stimulés 
par les DC, prolifèrent, acquièrent une capacité cytotoxique élevée, des marqueurs 
Trm pour résider in situ et, enfin, un profil épuisé suite à la stimulation chronique. Dans 
le cadre du blocage de l’axe PD-1/PD-L1, l’activité effectrice des TIL CD8 épuisés 
spécifiques des Ag tumoraux est augmentée (Figure 37). D’autre part, la prolifération 
des LT CD8 spécifiques des Ag tumoraux peut être améliorée i) par le blocage direct 
de PD-1 sur les LT CD8 circulants et ii) par la relance de l'activité auxiliaire des TIL 
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CD4 spécifiques de la tumeur qui augmentent la maturation des DC et amènent 
indirectement à la prolifération des LT CD8 (Figure 37). 
Ces résultats décrivent, par diverses approches expérimentales, les profils 
d’épuisement des TIL chez l’homme ainsi que des mécanismes d’action des anticorps 
anti-PD-1 sur les populations de LT CD8 et CD4. Ces données montrent que les TIL 
spécifiques de la tumeur ne sont pas épuisés dans un stade terminal irréversible mais 
sont plutôt dysfonctionnels à cause de la stimulation chronique dans le TME 
immunosuppresseur et peuvent être réactivités par les anti-PCI. De plus, nous mettons 
en évidence des biomarqueurs potentiels de réponse aux traitements bloquant l’axe 
PD-1/PD-L1. Ceci pourra être utile pour la mise au point de nouvelles combinaisons 
thérapeutiques et pour la sélection des patients susceptibles de répondre aux 
traitements par anticorps anti-PD-1. 
 
 
Figure 37 : Mécanismes d’action des AcM anti-PD-1 sur les LT CD8 et CD4 



















DISCUSSION ET PERSPECTIVES  
 
1. Modèles d’étude 
 
Les cancers des VADS, du col de l’utérus et de l’ovaire, sont les 3 types tumoraux que 
nous avons pris comme modèles d’étude pour mes travaux de thèse. Ces 3 types de 
tumeur sont résistants, pour les cancers gynécologiques705,708, ou partiellement 
répondeur, pour les cancers des VADS714, au blocage des PCI en clinique. D’autre 
part, le cancer de l’ovaire est diagnostiqué à un stade très tardif, le cancer du col de 
l’utérus se déclare après un développement chronique des lésions et les cancers des 
VADS sont généralement diagnostiqués à un stade avancé. Ils constituent alors des 
modèles pertinents pour l’étude de l’épuisement des TIL ainsi que des mécanismes 
de résistance au blocage de PD-1, puisqu’il est supposé que les TIL présents au site 
de ces tumeurs sont épuisés et résistent au traitement dans la plupart des cas.  
Dans ce contexte, il serait intéressant de comparer les profils et les proportions de TIL 
épuisés retrouvés dans nos 3 cohortes modèles avec les TIL présents dans les 
tumeurs qui montrent des taux de réponses cliniques à l’immunothérapie élevés, 
comme le mélanome et le cancer bronchique. 
L’épuisement des LT a été découvert dans des modèles murins d’infection virale 
chronique de type LCMV, puis retrouvé dans des modèles murins de tumeur. La 
principale cause d’apparition de l’épuisement est la stimulation antigénique 
persistante. Contrairement aux infections virales, le TME fournit des stimuli 
immunosuppresseurs supplémentaires qui modulent l’épuisement. De plus, les 
modèles murins de tumeurs, qui sont établies en quelques semaines, ont des 
cinétiques plus rapides que chez l’homme. Ces différences entre les modèles 
d’infection virale chronique ou de tumeur chez la souris et les tumeurs humaines, 
suggèrent que l’épuisement des LT dans les modèles décrits pourrait ne pas être 
représentatif de celui retrouvé dans les tumeurs des patients. La première analyse 
scRNAseq de tumeurs de patients atteints de mélanome montre une population de TIL 
dysfonctionnels733. Malgré des caractéristiques communes avec les modèles LCMV, 
comme la surexpression des PCI et la perte de la sécrétion de cytokines, les TIL 
épuisés chez l’homme se distinguent par divers processus. En effet, le profil 
transcriptomique des TIL épuisés chez les patients diffère de celui des LT épuisés
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 dans les infections virales chez l’homme535, des TIL épuisés dans les modèles 
murins734 et des LT épuisés dans les infections virales chroniques chez la souris564. 
L’épuisement des TIL semble peu modélisable, son étude directement chez les 
patients est idéale. 
2. L’épuisement, une lignée de différenciation 
distincte  
Il est bien connu que l’activité des LT est maintenue pendant de longues périodes 
après une stimulation répétitive seulement en présence de LT mémoires qui possèdent 
une capacité d'auto-renouvellement, une réactivité rapide et persistent à long terme. 
Dans le cancer, la stimulation antigénique prolongée et le contrôle de la croissance 
tumorale lors de la phase d’équilibre parfois durable, suggèrent que les TIL ont la 
capacité à conserver la mémoire de leur cible. Nos résultats montrent que les LT 
épuisés dans la tumeur des patients sont effecteurs mémoires. Néanmoins, l’état 
d’épuisement a été défini comme un état indépendant des stades mémoires et 
effecteurs. Une des explications serait que les LT mémoires par définition, persistent 
même après disparition de l’Ag. Alors que dans le cas des tumeurs, la stimulation 
antigénique est persistance. Les LT épuisés ne sont alors pas définis comme 
mémoires mais acquièrent d’autres caractéristiques. Nos données indiquent que les 
TIL épuisés ont une capacité réduite de sécrétion de cytokine et de prolifération. De 
plus, ces cellules ont perdu l’expression de la molécule de co-stimulation CD28. Ces 
caractéristiques diffèrent de celles retrouvés chez les LT mémoires à l’état 
physiologique. Il semblerait que les TIL sont au stade effecteur mémoire lors de 
l’infiltration dans la tumeur mais leur différenciation se dirige vers un autre état, 
indépendant du stade mémoire, appelé épuisé durant la stimulation chronique de leur 
TCR dans le TME. 
Il serait intéressant de vérifier dans des modèles in vivo ou in vitro, si la diminution de 
la charge antigénique tumorale permet de retrouver un phénotype mémoire des LT et 
in fine, d’identifier si le stade d’épuisement est réversible. Notamment, lors du 
traitement par AcM anti-PD-1 des LT in vitro, nous pourrions vérifier si les LT qui 
répondent à la thérapie, acquièrent un stade de différenciation mémoire ou effecteur. 
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3. Acquisition progressive de l’épuisement 
 
Les spécialistes de l’épuisement sont d’accord sur le fait que celui-ci est induit à la 
suite d’une stimulation persistante du TCR qui reconnait l’Ag tumoral, sous l’influence 
des facteurs immunosuppresseurs du TME. Certaines études montrent qu’un 
amorçage sous-optimal dans les LN pourrait également, en combinaison avec les deux 
autres causes, participer à la mise en place de l’épuisement88. Nos résultats sont en 
accord avec ces données puisque dans la tumeur, seulement les LT spécifiques des 
Ag tumoraux sont épuisés. De plus, nous montrons que les LT CD4 conventionnels 
(Tconv), non Treg, acquièrent également un phénotype épuisé, ce qui pourrait 
expliquer l’amorçage des LT CD8 non optimal. Cependant, la confirmation de cette 
hypothèse nécessitera l’analyse de l’état des LT CD4 spécifiques des Ag tumoraux 
dans les LN drainant. De plus, il sera intéressant de réaliser une caractérisation 
approfondie, transcriptomique et/ou phénotypique, des LT CD8 circulants spécifiques 
des Ag tumoraux. Nous avons montré que ces LT exprimaient des niveaux 
intermédiaires de PD-1 et de TIGIT et ces analyses pourraient permettre de déterminer 
leur affiliation à un stade « mémoire » ou « épuisé précoce ». 
Il a été montré que les LT épuisés dans la tumeur sont hétérogènes aux niveaux 
transcriptomique et fonctionnel et représentent plusieurs états de dysfonction735. De 
plus, une diversité phénotypique dans les TIL épuisés a été illustrée par la possibilité 
de plusieurs combinaisons et niveaux d’expression des récepteurs d’inhibition et de 
co-stimulation736. Des études montrent que l’état d’épuisement est divisé en plusieurs 
stades qui évoluent selon un gradient737. Il débute par un état pré-épuisé, puis un 
épuisement précoce et enfin tardif. Ceci traduit une évolution progressive de 
l’épuisement. Dans nos travaux, nous montrons que l’acquisition des PCI et 
l’augmentation de leur niveau d’expression ainsi que d’autres marqueurs 
d’épuisement, se fait de manière progressive dans les populations de TIL CD8 et CD4 
Tconv.  En parallèle, les TIL CD8 perdent l’expression de CD28. Les analyses de 
trajectoires, basées sur les données de scRNAseq, confirment que l’acquisition des 
marqueurs d’épuisement se fait selon un continuum, jusqu’à l’apparition du stade 
d’épuisement tardif. La limite entre les différents stades n’est pas bien démarquée.  
Au stade précoce, nous montrons que les TIL expriment des niveaux faibles ou 
intermédiaires de PCI et des niveaux plus élevés de marqueurs de différenciation 
précoce comme TCF7, CCR7 et IL7R. Les données de la littérature indiquent, en effet, 
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que les TIL TCF1+ correspondent aux stades de pré-épuisement et d’épuisement 
précoce568. Les études actuelles utilisent des nomenclatures différentes pour décrire 
l’évolution de l’épuisement au site de la tumeur. Cependant, l’ensemble des données 
partagent le fait que les LT CD8 épuisés atteignent un stade d’épuisement tardif, 
caractérisé notamment par l’expression des marqueurs Trm, LAG-3, CD39, PD-1hi et 
TIM-3738. Ceci rejoint nos résultats qui montrent que les TIL CD8 spécifiques des Ag 
tumoraux stimulés in situ sont au stade d’épuisement tardif, ils expriment les 
marqueurs d’épuisement décrits dans la littérature et ont une capacité limitée à 
sécréter des cytokines. 
L’épuisement des TIL CD4 a été moins étudié que celui des TIL CD8 et limité aux 
infections virales chroniques. Nos analyses montrent que les TIL Tconv au stade 
d’épuisement tardif ne présentent pas exactement le même phénotype que les TIL 
CD8. Par exemple, nous montrons que l’acquisition de CD39 dans la population de 
TIL Tconv est induite avant l’expression de TIM-3, contrairement aux TIL CD8 qui 
acquièrent CD39 une fois le stade d’épuisement tardif TIM-3+ est acquis. Ceci pourrait 
être dû à un degré de stimulation chronique plus faible des TIL Tconv ou suggère qu’ils 
expriment d’autres marqueurs d’épuisement. Dans les modèles d’infection chronique, 
l’altération des fonctions effectrices est souvent apparue plus tôt pour les LT CD4 
spécifiques du virus que pour les LT CD8565. Dans la tumeur des patients, la 
stimulation est moins soutenue pour les TIL CD4 qui reconnaissent les Ag présentés 
par les molécules de CMH-II exprimées par les DC uniquement, puisque les cellules 
tumorales expriment peu ou pas de CHM-II. En contraste, les TIL CD8 reconnaissent 
le CMH-I exprimé par les deux types cellulaires, la stimulation est plus forte, les 
mécanismes de mise en place de l’épuisement tardif devraient être plus nombreux. 
Nous montrons que les TIL Tconv CD39+ expriment des niveaux élevés de PD-1 et 
d’autres marqueurs d’épuisement retrouvés dans les TIL CD8, comme TIGIT, CTLA-4 
et TOX. D’autre part, la population de TIL Tconv PD-1hiCD39+ épuisée contient des 
cellules spécifiques des Ag tumoraux et sécrète des quantités plus faibles de cytokines 
en comparaison aux autres TIL Tconv. Ceci est en accord avec le fait que la stimulation 
chronique est décrite comme le principal facteur responsable de l’épuisement. Il est à 
noter que ces résultats sont indépendants de l’expression de TIM-3, puisqu’aucune 
différence n’est retrouvée dans la production de cytokines quand nous distinguons les 
Tconv TIM-3hi des TIM-3low, parmi les Tconv PD-1hiCD39+. Ces données montrent que 
les TIL Tconv épuisés sont caractérisés par un marqueur différent des TIL CD8 au 
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stade tardif épuisé. En effet, CD39 représente le marqueur d’épuisement tardif de la 
lignée Tconv au site de la tumeur.  
Nous avons également analysé l’expression des marqueurs CD39 et TIM-3 dans les 
LTJG qui infiltrent la tumeur des patients. Nous avons montré que des proportions 
élevées de cellules PD-1hiTIM-3+ et PD-1hiCD39+ sont retrouvées dans les tumeurs qui 
présentent des niveaux élevés de TIL CD8 et CD4 au stade d’épuisement tardif. Dans 
cette étude, nous montrons également par analyse scRNAseq que l’épuisement des 
TILJG est associé à celui des TIL CD8 dans différents types de tumeurs chez les 
patients. Ces résultats suggèrent que le TME immunosuppresseur semble être 
suffisamment efficace pour induire l’épuisement de plusieurs populations de LT, dont 
les cibles sont de nature différente, simultanément dans la tumeur, laissant peu 
d’espoir pour une réponse anti-tumorale spécifique. Ces caractéristiques semblent 
être responsables de l’apparition de l’échappement de la tumeur au SI. Dans ce 
contexte, il serait intéressant d’analyser les conséquences fonctionnelles de 
l’épuisement des TILJG afin de vérifier si la sécrétion de cytokine est limitée comme 
pour les TIL CD8 et Tconv au stade d’épuisement tardif. 
4. Facteurs intracellulaires responsables de 
l’épuisement 
 
Dans les premières études sur le dysfonctionnement des LT CD8 dans des modèles 
murins d'infection virale chronique, les facteurs de transcription T-bet et EOMES ont 
été identifiés comme des régulateurs majeurs et ont été utilisés pour distinguer les LT 
des différents stades de dysfonctionnement566. La relation claire entre l'expression de 
EOMES et T-bet et les niveaux d'expression de PD-1 retrouvés dans les infections 
virales chroniques n'est cependant pas vérifiée dans les cancers humains. Les 
marquages ex vivo de TIL CD8 que nous avons réalisés ont montré que l’expression 
de ces facteurs de transcription n’était pas cohérente avec l’évolution progressive de 
l’expression des marqueurs d’épuisement ni avec celle de la molécule CD28 (données 
non montrées). Ces résultats indiquent que ces marqueurs ne semblent pas adaptés 
pour l’analyse stricte du stade d’épuisement des TIL chez l’homme. D’autres facteurs 
pourraient être plus adéquats pour déterminer l’avancée de l’épuisement. 
Une étude a établi des degrés de sévérité de l'épuisement574, où le facteur de 
transcription TOX est associé à l'épuisement tardif. Nos données ont vérifié 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 261 
l'expression de TOX dans les TIL CD8 TIM-3+ épuisés ainsi que le gain séquentiel de 
l'expression de TOX au niveau du site tumoral. Des résultats similaires ont été 
retrouvés pour les TIL Tconv et nos analyses scRNAseq montrent que les Tconv 
épuisés sont enrichies en signatures géniques associées au facteur TOX, qui ont été 
décrites dans d’autres études559,560. De plus, dans un modèle murin de transfert adoptif 
de LT exprimant des récepteurs CAR, les LT transférés acquièrent un état 
d'épuisement au niveau du site de la tumeur par des mécanismes dépendant de TOX 
et TOX2561. Le facteur de transcription TOX est essentiel pour le développement d'un 
phénotype dysfonctionnel et n’intervient pas dans le développement des LT CD8 
effecteurs et mémoires560. Cependant, alors que la perte de l’expression de TOX dans 
les tumeurs hépatiques de souris a entraîné une réduction de l'expression des RI dans 
les LT CD8, la capacité à produire des cytokines n'a pas été retrouvée562. Ceci suggère 
qu'un ensemble plus large de facteurs de transcription régule les différents aspects de 
l’épuisement et/ou que des modifications épigénétiques acquises durant le processus 
d’instauration de l’épuisement persistent malgré la perte de TOX. En effet, il semblerait 
qu’il n’y ait pas qu’un seul facteur responsable de l’épuisement des LT dans la tumeur, 
les mécanismes exacts restent encore à être identifiés. 
5. Spécificité tumorale 
 
Puisque la stimulation continue du TCR est la principale cause d’apparition de 
l’épuisement, l’induction de cet état dans les TIL spécifiques des Ag tumoraux semble 
évidente.  
Pour étudier la spécificité tumorale chez l’homme, de nombreuses études analysent la 
clonalité des TIL, qui est un substitut permettant d’évaluer l'expansion clonales des LT 
induite par l'Ag. Il a été démontré que les clones les plus fortement représentés dans 
les mélanomes sont réactifs aux tumeurs739. L'analyse des répertoires TCR à partir de 
données scRNAseq a révélé que les TCR récurrents sont plus abondants dans les 
populations de LT cytotoxiques et dysfonctionnels573. Toutefois, des clones abondants 
qui ne reconnaissent pas les Ag tumoraux sont également présents dans le TME et, 
inversement, de petites populations de clones peuvent présenter une réactivité 
tumorale. Ainsi, la clonalité est une mesure imparfaite de la réponse T anti-tumorale. 
D’autres approches ont été utilisées pour caractériser les LT spécifiques d’Ag 
tumoraux dans les tumeurs de patients. Une étude dans le mélanome utilise des 
marquages tétramère peptide/CMH ex vivo pour comparer les LT CD8 spécifiques de 
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l'Ag tumoral MART-1 en périphérie et ceux infiltrant la tumeur et montre que les TIL 
spécifiques de la tumeur présentent un profil épuisé546. D’autres approches montrent 
que la réactivité tumorale des TIL in vitro est associée à l'expression de marqueurs de 
dysfonctionnement tels que PD-1, TIM-3 ou LAG-3740. De plus, l’expression des 
marqueurs CD39 et CD103 a été détectée dans des LT spécifiques de la tumeur, et 
non sur les LT spécifiques d’Ag non tumoraux536,537. 
En revanche, la caractérisation des LT spécifiques des Ag tumoraux, identifiés par une 
méthode robuste, a été limitée aux LT CD8 et n’a pas déterminé de biomarqueur 
spécifique pouvant associer leur présence aux résultats cliniques des patients.   
Dans nos expériences, nous utilisons des marquages tétramère peptide/CMH pour 
identifier de manière stricte les LT CD8 spécifique de la tumeur. Nous avons utilisé 
l’Ag tumoral NY-ESO-1 comme modèle et marqué les LT de patientes atteintes de 
cancer de l’ovaire ayant des réponses adaptatives humorales et cellulaires à cet Ag. 
Nous avons comparé les TIL CD8 tétramère+ avec les LT CD8 tétramères+ de la 
périphérie et avec des TIL CD8 spécifiques d’Ag non tumoraux. De manière 
intéressante, ces expériences montrent que seuls les TIL CD8 tétramère+ acquièrent 
plusieurs PCI, expriment les marqueurs de Trm et CD39 et correspondent aux LT CD8 
en stade d’épuisement tardif. Ces TIL CD8 tétramère+ épuisés peuvent être identifiés 
par le marqueur TIM-3, qui est le dernier PCI acquis au site de la tumeur.  
Nous avons également étendu la caractérisation de la spécificité tumorale aux TIL 
Tconv. A partir de TIL CD4 Tconv d’une patiente présentant des réponses LT CD8 et 
sérologiques à NY-ESO-1, nous avons cloné ex vivo les Tconv à partir de trois 
populations définies selon l’expression de PD-1 et de CD39 : PD-1-CD39-, PD-
1hiCD39- et PD-1hiCD39+. Seuls des clones provenant de la population PD-1hiCD39+ 
ont réagi à une stimulation in vitro avec des peptides provenant de la protéine NY-
ESO-1, en sécrétant des cytokines. Nos données montrent que les LT Tconv 
spécifiques de l’Ag NY-ESO-1 ne se trouvent que dans la population des TIL Tconv 
PD-1hiCD39+ épuisés. Ces résultats concordent avec un modèle distinct où les TIL 
CD4 et CD8 CD39+ se sont révélés spécifiques des Ag du virus HPV dans les tumeurs 
malignes induites par le HPV741. 
L’ensemble de ces données montre que les TIL spécifiques de la tumeur acquièrent 
un phénotype épuisé dans les compartiments CD8 et CD4. De plus, nous avons 
identifié des biomarqueurs de ces populations de TIL spécifiques et épuisés qui ont 
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été utile pour explorer leur contribution à l’efficacité clinique de l’immunothérapie 
bloquant l’axe PD-1/PD-L1. 
D’autre part, il a été montré que les LT CD8 spécifiques de la tumeur peuvent différer 
dans leur phénotype, par exemple en présentant des niveaux d'expression variables 
de CD39, PD-1, CTLA-4 et LAG-3677. Les différents phénotypes identifiés pourraient 
être dus à une différence de niveau d’affinité du TCR, la présence de facteurs 
additionnels ou une activité auxiliaire des LT CD4 variable. D’après nos résultats et 
selon l’apparition progressive de l’épuisement, nous proposons que les LT CD8 
spécifiques des Ag tumoraux sont amorcés dans les LN puis recirculent, ils adoptent 
un phénotype PD-1+TIGIT+ (DP). Ces LT CD8 DP rejoignent ensuite la tumeur, où des 
LT spécifiques d’Ag non tumoraux peuvent également avoir un phénotype DP. Les TIL 
CD8 spécifiques de la tumeur seulement deviennent PD-1+TIGIT+ CTLA-4+ (TP) et 
enfin arrivent au stade épuisé terminal PD-1+TIGIT+CTLA-4+TIM-3+ (QP) après une 
stimulation continue du TCR. Les QP résident dans la tumeur et ne recirculent pas 
grâce à l’acquisition des marqueurs de Trm et CXCR6. La différentiation vers un stade 
épuisé tardif semble rapide puisque la proportion de TIL spécifiques de la tumeur avec 
un phénotype DP ou TP que nous avons retrouvée est faible. Ceci pourrait également 
expliquer les différents phénotypes retrouvés chez les TIL spécifiques de la tumeur. 
Afin de vérifier cette hypothèse et de caractériser de manière plus détaillée les LT CD8 
et Tconv spécifiques de la tumeur, il serait intéressant d’utiliser des tétramères CMH-
I/peptide et CMH-II/peptides barcodés avec des séquences ADN permettant, dans des 
expériences scRNAseq, d’identifier les cellules spécifiques de l’Ag ainsi marquées. 
Cette expérience permettra de vérifier les proportions des LT spécifiques de la tumeur 
dans chaque stade d’épuisement et d’en connaître le profil d’expression génique. Dans 
la tumeur, on suppose que les TIL au stade d’épuisement tardif, caractérisés par 
l’expression de TIM-3 pour les CD8 et CD39 pour les Tconv, sont présents dans des 
proportions largement supérieures aux autres stades d’épuisement. Nous pourrions 
également utiliser cette technique pour vérifier les variations d’expression des 
molécules d’inhibition et de stimulation dans les LT spécifiques.  
D’autre part, l’utilisation de tétramères contenant des peptides tumoraux différents de 
l’Ag NY-ESO-1, par exemple HPV pour les cancers des VADS et du col de l’utérus ou 
des néoAg pour les 3 types tumoraux, lors de marquages ex vivo ou d’analyses 
scRNAseq, pourrait être utile afin de renforcer et de vérifier nos résultats dans d’autres 
spécificités et d’autres familles d’Ag. 
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Comme la stimulation chronique dans le TME est la principale cause d’apparition de 
l’épuisement tardif des TIL, il serait intéressant de comparer le profil d’épuisement des 
TIL dans le site de la tumeur avec celui des LT spécifiques de la tumeur présents au 
niveau de métastases et LN. Nos résultats préliminaires indiquent que chez une même 
patiente présentant un cancer de l’ovaire, les LT CD8 spécifiques de l’Ag NY-ESO-1, 
identifiés par marquage tétramère ex vivo, acquièrent le phénotype épuisé QP dans 
un LN métastatique alors qu’ils sont DP dans les métastases péritonéales, au même 
titre que les LT CD8 spécifiques de la périphérie. Ces résultats sont en accord avec 
une étude qui identifie des microenvironnements immunitaires et des évolutions 
métastatiques différents selon les sites de la tumeur chez une même patiente742. 
6. Résidence tumorale 
 
Des études menées chez des patients ont relié l’expression des marqueurs Trm : 
CD103, CD69 et CD49a, à l’épuisement des LT CD8. Dans une cohorte de cancer du 
poumon, un sous-ensemble de LT CD8 Trm a montré une expression accrue de 
marqueurs d’épuisement tels que HAVCR2, PDCD1, CTLA4 et LAYN par rapport aux 
cellules Trm des tissus sains adjacents738. D’autres part, les LT CD8 Trm identifiés 
dans les tumeurs du sein triple négatif étaient caractérisés de manière similaire par 
des marqueurs qui correspondent à un profil épuisé743. En parallèle, des travaux 
montrent que CD103 qui est exprimé par les TIL CD8, est impliqué dans la rétention 
des LT au niveau du site de la tumeur mais aussi associé à la reconnaissance de la 
tumeur322,744. Une autre étude montre que l'ectonucléotidase CD39 est exprimée dans 
une sous-population de LT CD8 CD103+ enrichie pour la spécificité aux tumeurs537.  
En accord avec ces études, nous avons montré que dans la population de TIL CD8, 
l’expression des marqueurs de Trm et de CD39 sont induits le long de l'acquisition 
séquentielle des PCI et qu'ils ont une expression élevée dans les LT spécifiques de 
l'Ag tumoral. Nous avons également montré à l’aide des analyses scRNAseq, que les 
TIL CD8 épuisés présentent une expression faible du récepteur S1PR1 et plus élevée 
du récepteur de chimiokine CXCR6, ce qui est en cohérence avec leur rétention in situ. 
S1PR1 est impliqué dans la sortie des LT des LN pour regagner la circulation. CXCR6 
est exprimé dans les cellules Trm du foie745, et son ligand, CXCL16, peut être produit 
sous des formes solubles ou liées à la membrane plasmique746. CXCL16 qui est 
exprimé par des cellules tumorales de différents types histologiques et par les CPA, 
est associé à une infiltration accrue par des LT747. Nous proposons que l'expression 
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de CXCR6 dans les TIL CD8 Trm épuisés et spécifiques de la tumeur facilite leur 
migration et leur interaction avec les cellules tumorales pour exercer leur fonctions 
effectrices tueuses et avec les CPA pour leur stimulation in situ.  
Parmi les marqueurs Trm, les TIL CD4 Tconv épuisés n'expriment que CD69 mais 
expriment CXCR6 et présentent une faible expression de S1PR1. L'expression de 
CXCR6 suggère une interaction accrue des TIL CD4 PD-1hiCD39+ avec les CPA et la 
combinaison CD69+CXCR6+S1PR1low pourrait être indicative de leur résidence dans 
la tumeur. Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions utiliser des AcM bloquant le 
CXCR6 dans nos expériences de co-cultures des TIL CD4 et DC et vérifier si la 
maturation des DC est affectée. 
7. Activité anti-tumorale persistante des TIL 
épuisés  
 
Comme l’épuisement est associé à la spécificité tumorale, il est supposé que les TIL 
épuisés ont, en revanche, acquis un fort potentiel anti-tumoral. 
Dans nos expériences de stimulation in vitro, nous avons montré que le TGF-E, 
impliqué dans l'induction de CD103320 ainsi que dans l'expression élevée de PD-1407, 
pourrait également être impliqué dans la perte de la molécule de co-stimulation CD28, 
en combinaison avec une stimulation chronique. En effet, dans la tumeur, seulement 
les TIL CD8 épuisés spécifiques de la tumeur perdent l’expression de CD28. A notre 
connaissance, cette fonction n'a pas encore été attribuée au TGF-E, bien qu'elle soit 
cohérente avec son rôle immunosuppresseur. D’autre part, il a été démontré que le 
TGF-E induit l’expression de Sox4241,748, qui intervient dans la production du chimio-
attractant CXCL13 par les LT CD4. CXCL13 a été impliqué dans l'induction des TLS 
dans les maladies inflammatoires. De façon frappante, plusieurs études chez l’Homme 
ont montré que les TIL CD8 épuisés présentent une expression élevée de 
CXCL13546,733. Une étude récente dans le cancer du sein montre que l’expression de 
l'ARNm de CXCL13 s'accompagne d'une sécrétion constitutive de la protéine 
correspondante749. En outre, son expression par les LT CD8 infiltrant les tumeurs 
s'associe à un recrutement élevé de LB et à la formation de TLS740,750. 
Nos résultats, en accord avec les données de la littérature, indiquent une expression 
accrue de Sox4 et de CXCL13 dans la population de TIL CD8 épuisés spécifiques de 
la tumeur et confirment l'implication du TGF-E dans son développement in situ. Les 
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TIL CD4 PD-1hiCD39+ partagent plusieurs caractéristiques avec les LT CD8 épuisées, 
y compris l'expression de Sox4 et CXCL13. Ces résultats impliquent que les TIL CD8 
et CD4 épuisés pourraient contribuer au recrutement des LB et à la formation des TLS 
dans le TME. Nous avons recherché les TLS dans les tumeurs de la cohorte de 
patients atteints de VADS et traités par anti-PD-1/PD-L1 dans notre étude sur 
l’épuisement des LT CD8. Cependant, la petite taille des biopsies et leur proximité, 
pour certains, des amygdales n’ont pas permis l’identification certaines des TLS. 
Dans la population de TIL CD4 épuisés, l'expression de marqueurs d'activation tels 
que IL2RA, HLA-DMA et HLA-DGA1, indiquant une stimulation et une prolifération in 
situ, ainsi que la résidence tumorale sont compatibles avec l'accumulation de LT CD4 
spécifiques de la tumeur dans le TME où ils se trouvent à des fréquences plus élevées 
qu'en périphérie751. De plus, l'expression des protéines impliquées dans les voies 
métaboliques comme ACP5, RDH10, GK, SLC1A4 et CPM et l'absence de marqueurs 
de différenciation précoce sont en accord avec la stimulation chronique des CD4 TIL 
épuisés sur le site de la tumeur. Ces données suggèrent que les TIL CD4 épuisés ont 
néanmoins un potentiel effecteur élevé. 
Dans la population de TIL CD8 épuisés, les fonctions effectrices des LT au stade 
d’épuisement précoce et tardif sont différentes. En effet, même au sein du 
compartiment dysfonctionnel, les LT CD8 jouent des rôles distincts dans l'immunité 
anti-tumorale. Les LT pré-épuisés et précoces sont capables de proliférer 
contrairement aux tardifs573. D’autre part, nos données montrent que les TIL CD8 au 
stade d’épuisement tardif ont une capacité de sécrétion des cytokines réduite mais 
l’expression de la perforine et des granzymes reste élevée au niveau transcriptionnel 
et protéique. Ces résultats sont confirmés par d’autres travaux740.  
En conclusion, ces données montrent clairement que les TIL CD8 et CD4 épuisés ne 
doivent pas être considérées comme inertes mais plutôt comme des LT ayant de 
nouvelles fonctionnalités. Néanmoins, la plupart des fonctions connues des LT, 
comme la sécrétion de cytokines, sont bloquées. Il est nécessaire de vérifier si 
l’immunothérapie peut contrer leur épuisement in vivo. 
8. Rôle des LT CD4 dans la tumeur  
 
Les LT CD4 jouent un rôle important dans le contrôle des tumeurs, soit en favorisant 
soit en inhibant les réponses anti-tumorales207. Il a été montré que les LT CD4 Tconv 
peuvent favoriser le contrôle des tumeurs en stimulant les LT CD8, les NK et d'autres 
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types de cellules immunitaires innées752. Les Tconv peuvent également exercer des 
fonctions cytotoxiques directes. En effet, la sécrétion d’IFN-J et de TNF-D par les Th1 
infiltrant la tumeur entraîne l'inhibition de la croissance tumorale753. Cependant, les 
mécanismes d’action exacts de l’activité effectrice anti-tumorale des LT CD4 ainsi que 
leur profil d’épuisement au site de la tumeur, sont peu étudiés. 
Plusieurs études associent les TIL CD4 épuisés à des Tfh. Des travaux montrent que 
les TIL CD4 épuisés produisent de l'IL-10 et/ou de l'IL-21 et suggèrent une 
différenciation des Th1 vers un type cellulaire Tfh, induite par la signalisation chronique 
IFNα/β463. Cependant, ces travaux sont réalisés dans des modèles d’infection virale 
chronique. Chez l’homme, une population de LT CD4 de type Tfh caractérisée par 
l'expression de BCL-6 et CXCL13 a été identifiée dans plusieurs types de tumeurs754. 
Nos résultats suggèrent que les TIL CD4 Tconv épuisés se distinguent des cellules 
Tfh. Les Tfh sont principalement définis par l’expression de BCL-6, CXCL13 et CXCR5. 
Bien que les TIL Tconv épuisés expriment CXCL13, l’analyse d’expression 
différentielle des gènes entre les populations de TIL Tconv CD39+ et CD39-  à partir 
des données scRNAseq montre que les gènes BCL-6 et CXCR5 ne sont pas 
différemment exprimés entre ces deux populations. 
D’autre part, il est bien connu que les Treg infiltrant la tumeur expriment des niveaux 
élevés de CD39 et CTLA-4755 et neutralisent les réponses immunitaires spécifiques de 
la tumeur en supprimant l'infiltration et l'activité anti-tumorale des LT CD8 et des 
macrophages. Les TIL Tconv épuisés expriment également CD39 et CTLA-4, 
cependant cette population est distincte des Treg. En effet, nous avons étudié les TIL 
CD4 qui n’expriment pas le facteur de transcription caractéristique des Treg, FOXP3, 
et ces cellules sécrètent des cytokines principalement associées à un profil Th1. Une 
étude qui renforce cette hypothèse montre que les tumeurs contiennent deux 
populations de LT CD4 CD39+741. L'une exprime des marqueurs de Treg, tandis que 
l'autre présente un profil non régulateur et Trm, similaire à celui de la population de 
TIL CD8 épuisée. Cette population de Tconv CD39+ épuisée est enrichie en LT 
spécifiques à la tumeur. En accord avec ces résultats, des données de scRNAseq, 
obtenus à partir de tumeurs de patients, ont décrit des profils bien distincts de TIL CD4, 
notamment les LT CD4 épuisés, les LT CD4 naïfs et mémoires, les LT CD4 effecteurs 
cytotoxiques, les Treg et les Tfh573,733. Les TIL Tconv étudiés ici semblent présenter 
un profil Th1 épuisé, distinct des Tfh et Treg. 
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9. Rôle du CD39 dans les TIL épuisés  
 
CD39 est une ectonucléotidase qui régule les niveaux extracellulaires d'ATP et d’Ado, 
en collaboration avec l’ectonucléotidase CD73. L’ATP est impliqué dans l’activation 
des DC et macrophages, inhibe la prolifération des cellules tumorales et induit la 
destruction de celles-ci. L’activité de CD39 et CD73 permet de consommer l’ATP 
extracellulaire et de générer de l’ADP, de l’AMP puis de l’Ado qui est toxique pour les 
LT540. Une augmentation de l’expression de CD39 et CD73 est associée à un TME 
immunosuppresseur. En lien avec ces données, nous trouvons que les TIL CD8 et 
CD4 épuisés spécifiques de la tumeur et les TILJG expriment CD39. En effet, il a été 
montré que la stimulation chronique du TCR dans le TME, en présence de certaines 
cytokines par exemple TGF-E, IL-6 et IL-27, entraînent l'expression de CD39 dans les 
LT537,756. 
CD39 peut contrebalancer la réponse immunitaire en cours dans les tumeurs en 
supprimant la prolifération et les fonctions effectrices des LT542,757. Le blocage de 
CD39, lors d’une stimulation de PBMC in vitro, a stimulé leur trafic, leur prolifération et 
la production d'IFN-J542. CD39 joue aussi un rôle dans la rétention des LT dans le TME. 
L'ATP extracellulaire permet le trafic des cellules immunitaires qui est bloqué par 
l'Ado758. Par conséquent, les LT sont maintenus efficacement dans le TME 
immunosuppresseur. Ceci est en accord avec nos résultats qui montrent que les TIL 
CD8 et Tconv épuisés CD39+ présentent des caractéristiques associés à la résidence 
tissulaire. 
Nous avons identifié CD39 comme marqueur des TIL Tconv épuisés qui sécrètent de 
plus faibles quantités de cytokines en comparaison aux autres Tconv infiltrant la 
tumeur. La consommation d’ATP par le CD39 exprimé par les LT CD4 épuisés pourrait 
contribuer, en plus de leur épuisement, à réduire leur activité auxiliaire vis-à-vis des 
DC qui sont moins stimulés par manque d’ATP. Il serait intéressant d'évaluer cette 
hypothèse en utilisant des AcM anti-CD39 bloquants. Cependant, CD39 étant 
également exprimé par les DC, il serait utile de pré-incuber les TIL CD4 avec les anti-
CD39 puis de les intégrer dans des systèmes de co-culture, comme ceux que nous 
avons utilisé ici avec les DC et/ou les LT CD8, afin d'évaluer la contribution spécifique 
de CD39 exprimé par les LT CD4 à la modulation des concentrations d'ATP. 
Nos résultats montrent que les TIL Tconv CD39+ n'expriment pas CD73, ce qui est en 
accord avec les travaux précédents qui ne montrent aucune co-expression de CD39 
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et CD73 dans les TIL chez l’Homme540. Par conséquent, CD39 ne semble pas être 
directement impliqué dans l'épuisement des TIL CD4, médié par l’Ado, de manière 
intrinsèque à la cellule. Cependant, l'expression de CD39 par les TIL CD4 épuisés 
pourrait contribuer à la production d'Ado dans le TME, où CD73 est exprimé à la fois 
par d’autres cellules immunitaires et par les cellules tumorales. 
Nous proposons un modèle dans lequel CD39 n’inhibe pas directement les LT CD8 ou 
Tconv sur lesquels il est exprimé mais participe plutôt activement à la mise en place 
du TME immunosuppresseur en diminuant la disponibilité en ATP et en augmentant 
l’Ado du milieu extracellulaire. Une étude montre que le blocage des deux enzymes 
CD39 et CD73 permet de retrouver l’activité effectrice anti-tumorale des LT et NK540. 
Une autre étude a montré qu’un mécanisme d’action du blocage de CD39 permet la 
liaison de l’ATP à un récepteur purinergique P2 qui est co-exprimé avec CD39 sur les 
cellules myéloïdes et induit la sécrétion d’IL-18 qui augmente les fonctions effectrices 
des TIL542.  
10. Mécanismes d’action des anticorps anti-PD-1 
 
Nos résultats montrent que les LT CD8 spécifiques des Ag tumoraux circulants sont 
des LT mémoires CD28+. Ces cellules, tout comme les LT CD8 PD-1+ mémoires non 
épuisés de donneurs sains présents en périphérie759, expriment PD-1 à des niveaux 
plus faibles que leurs homologues qui infiltrent la tumeur. En conséquence, les LT CD8 
circulants spécifiques de la tumeur qui n'expriment pas les marqueurs d’épuisement, 
prolifèrent lors d’une stimulation in vitro antigénique, et celle-ci est augmentée en 
présence d'AcM anti-PD-1. 
Il a été montré que lorsque PD-1 est engagé avec son ligand, il recrute la protéine 
SHP2 dans sa partie intracellulaire qui déphosphoryle les protéines impliquées dans 
la signalisation par le complexe TCR. Ceci implique un rôle central de PD-1 dans le 
blocage des fonctions effectrices des LT476. Des études montrent que la signalisation 
de PD-1 inhibe plus efficacement la molécule CD28 que les molécules de signalisation 
du complexe TCR486. Une étude montre que la prolifération des LT CD8 PD-1+CD28+ 
en périphérie est associée à la réponse au blocage des PCI chez les patients atteints 
d'un cancer du poumon non à petites cellules487.  
Nous avons montré une perte significative de l’expression de CD28 dans les TIL CD8 
spécifiques des Ag tumoraux épuisés. Cependant, les LT circulants spécifiques de la 
tumeur sont, pour la plupart, CD28+. Nos analyses fonctionnelles ont montré que 
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l'inhibition de PD-1 in vitro module différemment la prolifération et les fonctions 
effectrices des LT spécifiques des Ag tumoraux selon s’il proviennent du TME ou de 
la périphérie. Ces résultats sont en accord avec les travaux décrits précédemment et 
impliquent qu'une faible expression de PD-1 dans les LT spécifiques de la tumeur 
circulants affecte de préférence la signalisation de CD28, alors que la surexpression 
de PD-1 dans les TIL Trm épuisés permet l'inhibition de la signalisation TCR en plus 
de celle de CD28. Il est à noter que, dans un système de reconstitution biochimique in 
vitro, la déphosphorylation de CD28 par la signalisation sous le PD-1, se produit à de 
faibles densités de PD-1, alors que la déphosphorylation des molécules de la 
signalisation du complexe TCR nécessite une densité plus élevée de molécules PD-
1486. Ces données sont en accord avec nos données montrant une augmentation de 
la sécrétion de cytokines retrouvée suite au blocage in vitro du PD-1 dans les TIL CD8 
épuisés qui expriment des niveaux élevés de cette molécule. 
Les TIL Tconv ont été identifiés comme essentiels pour l’efficacité du blocage de l’axe 
PD-1/PDL-1 in vivo chez la souris731. Cependant Les mécanismes d’action des anti-
PD1 sur la population de TIL CD4 Tconv sont très peu connus. Nos résultats indiquent 
que les TIL CD4 expriment des niveaux élevés de PD-1. Nos expériences in vitro 
montrent qu’en présence d’anti-PD-1 la sécrétion de cytokines et l’expression de la 
molécule de co-stimulation CD40L par les TIL CD4 sont augmentées. Ceci suggère 
que PD-1 inhibe la signalisation TCR dans cette population. Contrairement aux TIL 
CD8 épuisés, les TIL CD4 ne perdent pas la molécule CD28, il reste à déterminer si le 
blocage de PD-1 augmente également la prolifération des TIL CD4 spécifiques des Ag 
tumoraux. Le blocage de CTLA-4, qui a démontré un rôle dans l'expansion d'un sous-
ensemble de LT CD4 effecteurs, soutient cette hypothèse676.  
11. Population cible des anticorps anti-PD-1  
 
Plusieurs travaux montrent que les LT CD8 au stade pré-épuisé ou d’épuisement 
précoce caractérisés par l’expression de TCF1, prolifèrent dans la tumeur en réponse 
au blocage de PD-1 et sont les principaux acteurs de la réponse à cette thérapie568,576–
578. Cependant, ces études reposent largement sur des modèles murins où le degré 
d'épuisement n'est pas nécessairement comparable à celui constaté chez les patients. 
Une étude montre que la proportion de cellules TCF1+ n'est pas corrélée avec la 
réponse au traitement, mais qu'elle est corrélée avec la survie chez les patients qui 
répondent au traitement uniquement568. Une autre étude a montré que le rapport entre 
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les cellules TCF1+ et TCF1-, plutôt que la proportion de cellules positives, est corrélé 
aux réponses cliniques577. 
Dans notre étude, l'ARNm TCF7 et la protéine TCF1 n'ont été détectés que dans des 
cellules non QP au niveau du site de la tumeur. Nos marquages tétramères CMH-
I/peptide des TIL CD8 montrent que les LT spécifiques de l’Ag tumoral sont pour la 
plupart QP, une faible proportion est TP (moyenne 12,6%) ou DP (moyenne 6,5%). 
D’autre part, la proportion moyenne de TIL CD8 TCF1+ est de 23% parmi les TIL DP, 
10% parmi les TIL TP et 5% parmi les TIL QP. Ces résultats impliquent qu’une très 
faible proportion de TIL spécifiques de la tumeur exprime TCF1. D’autre part, les LT 
CD8 spécifiques de la tumeur qui renouvellent les LT du TME sont des LT provenant 
de la périphérie, nous montrons qu’ils sont DP. Une étude montre que parmi ces LT 
spécifiques de la tumeur en périphérie chez les patients, moins de 1% sont TCF1+578. 
Nous suggérons que les LT CD8 DP qui arrivent au site de la tumeur évoluent vers un 
stade épuisé tardif sans nécessairement exprimer TCF1 au préalable. Ce marqueur 
précoce semble plutôt être un marqueur spécifique des cellules épuisées précoces 
chez la souris. Dans ce contexte, nous montrons que les AcM anti-PD-1 in vitro 
augmentent les fonctions effectrices des TIL spécifiques de la tumeur au stade 
d’épuisement tardif QP pour la plupart et améliorent la prolifération des LT CD8 
spécifiques de la tumeur DP présents en périphérie.  
Les LT CD8 spécifiques de la tumeur expriment plusieurs RI. Les travaux futurs 
devraient permettre de déterminer si le ciblage de l'un des nombreux autres RI connus 
ou potentiels, seul ou en combinaison, sur ces cellules peut encore accroître leur 
activité. Ceci représente une perspective particulièrement intéressante compte tenu 
des potentiels cytotoxique et effecteur élevés de cette population. 
De manière importante, en accord avec leur spécificité tumorale et leur potentiel 
cytotoxique et effecteur élevé, nous montrons que les TIL CD8 de type Trm au stade 
d’épuisement tardif TCF1-TIM-3+ sont prédictifs de la réponse au blocage de l’axe PD-
1/PD-L1 et de la survie dans une cohorte de patients atteints de cancer des VADS. Il 
est à noter que ces résultats n'excluent pas un rôle potentiellement important des TIL 
CD8 TCF1+ spécifiques de la tumeur dans la réponse à la thérapie.  
Dans de futurs projets, il serait important d’associer l’infiltration des TIL CD8 TIM-3+ 
avec la réponse au blocage de l’axe PD-1/PD-L1 et la survie des patients dans 
plusieurs types de tumeurs. Ceci permettrait de valider l’expression de TIM-3 par le LT 
CD8 comme marqueur prédictif de la réponse à l'immunothérapie du cancer dans des 
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essais prospectifs plus importants et dans d’autres types de tumeur. De plus, il serait 
intéressant de comparer la proportion de ces TIL CD8 spécifiques de la tumeur 
retrouvée dans les cancers des VADS avec celle des types tumoraux identifiés comme 
« bons répondeurs » au blocage de l’axe PD-1/PD-L1. Nous suggérons que les types 
tumoraux qui répondent efficacement à l’inhibition de PD-1 ont une proportion plus 
élevée de TIL CD8 TIM-3+. Il a été montré que les cancers des VADS induits par le 
virus HPV répondent mieux au blocage de PD-1/PD-L1712. Dans notre cohorte de 
patients atteints de cancer des VADS, nous trouvons une différence significativement 
plus importante entre la survie des patients du groupe TIM-3hi et celle du groupe TIM-
3low chez les patients HPV+ en comparaison aux HPV-. Ces résultats sont préliminaires 
et ne représentent qu’une faible proportion de patients dans chaque groupe, le nombre 
de patient est à élargir pour vérifier cette hypothèse. 
En accord avec nos résultats, une analyse rétrospective de l'infiltration de TIL CD8 
PD-1hi dans des biopsies de patients atteints de cancer du poumon qui ont été traités 
avec des anti-PD-1 a révélé une corrélation positive entre la fréquence de ces cellules 
et la réponse au traitement et la survie des patients740. Il est à noter qu’un article récent 
a montré dans un modèle murin que la conversion d'un état d’épuisement précoce 
TCF1+ des TIL CD8 en un état d’épuisement tardif TIM-3+ contribue à la réponse au 
blocage des PCI760. En effet, la croissance de la tumeur a été considérablement réduite 
lors du traitement anti-PD1 lorsque l’expression de la phosphatase Ptpn2, qui inhibe 
la transition vers l’épuisement tardif, a été supprimée. 
Nous pensons que la présence de TIL CD8 TIM-3+ est un indicateur direct, ou même 
un biomarqueur, d'une réponse adaptative spontanée à la tumeur qui peut être 
mobilisée par le blocage de PD-1. En conclusion, nos résultats impliquent que la 
combinaison de la prolifération des LT CD8 mémoires circulants, qui vont infiltrer le 
site de la tumeur, combinée à la réversion de l'épuisement, même temporaire761, au 
site de la tumeur, est un mécanisme induisant le contrôle de la tumeur médié par les 
anti-PD-1. En accord avec nos résultats, une étude récente montre que la réponse des 
LT au blocage des PCI provient de l’expansion de clones de LT spécifiques des Ag 
tumoraux distincts de ceux trouvés dans le TME avant thérapie, qui peuvent être entrés 
dans la tumeur suite au traitement762.  
L'accumulation de TIL CD4 spécifiques de la tumeur au niveau du TME indique qu'ils 
jouent des fonctions effectrices par le biais, par exemple, de la sécrétion d'IFN-J207. 
Des travaux ont montré que la présence de LT CD4 spécifiques de néoAg, était 
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nécessaire à la régression tumorale après une immunothérapie par blocage de l'axe 
PD-1/PD-L1731. Ceci suggère que les anti-PD-1 ciblent directement les TIL CD4 PD-
1+. En revanche, les mécanismes d’action du blocage de PD-1 sur la population de 
TIL CD4 sont inconnus. Nos résultats montrent que le blocage de l'axe PD-1/PD-L1 
sur les TIL CD4 a augmenté leurs activation identifiée par une augmentation de 
l’expression du CD40L. De plus, leurs fonctions auxiliaires ont également été 
améliorées comme en témoigne la maturation accrue des DC, qui a conduit à une 
augmentation de l'expression de CD86 et de la sécrétion d'IL-12. Dans le modèle de 
l’Ag tumoral NY-ESO-1, nous avons montré que le blocage de PD-1 dans les TIL CD4 
entraîne une prolifération des LT CD8 autologues spécifiques de NY-ESO-1. Ceci est 
en accord avec la nécessité d'un dialogue entre les LT CD8 et les DC impliquant la 
sécrétion d'IL-12 et d'IFN-J pour la réponse à l'immunothérapie732. Les résultats 
obtenus dans le modèle NY-ESO-1, dans lequel les LT CD4 spécifiques sont PD-
1hiCD39+, démontrent que le blocage de PD-1 peut restaurer les fonctions d'aide de 
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Contribution of tumor antigen-specific T cell responses to the clinical 
efficacy of immunotherapy by PD-1/PD-L1 blockade 
 
Exhausted tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) are characterized by immune 
checkpoint (IC) expression, for instance PD-1. One of the major immunotherapy 
approaches, based on IC inhibition, has proved efficient in the control of tumor 
progression in many cancers. Despite this progress, only a proportion of patients 
experience clinical benefit. To improve responses to IC inhibitors, understanding 
mechanisms involved in TIL exhaustion and investigating which T cells are able to 
respond to immunotherapy are required. We investigated both CD8 and CD4 T-cell 
exhaustion and its relation to tumor antigen (Ag) specificity and to responsiveness to 
IC inhibition in cancer patients. 
We demonstrated that CD8 T-cell exhaustion at the tumor site was only attained by 
tumor Ag-specific cells that were characterized by the sequential acquisition of ICs and 
by CD28 loss. Their circulating counterparts expressed less ICs and at lower levels 
and were CD28+. Specific CD8 TILs were dysfunctional, nonetheless, they maintained 
high cytotoxic potential and expressed tissue residency markers. We showed that PD-
1 inhibition has a dual effect on specific CD8 T cells. It rescued their effector functions 
at the tumor site and enhanced their proliferation in the periphery. Importantly, the 
quantity of exhausted and specific TILs was predictive of response to therapy and of 
survival in patients treated with PD-1-targeting immunotherapy. Assessment of CD4 
TIL exhaustion underscored similarities with the CD8 exhaustion program, in particular 
their specificity for tumor Ag and sequential acquisition of ICs although ICs 
characterizing terminally exhausted CD4 TILs were different than those found in CD8 
TILs. Importantly, PD-1 blockade on CD4 TILs restored their helper functions, leading 
to dendritic cell maturation and, consequently, increased tumor-specific CD8 T-cell 
proliferation. 
Our data imply that under anti-PD-1/PD-L1, effector functions of terminally exhausted 
CD8 TILs is rescued and the tumor site is replenished by memory CD8 T cells which 
proliferate following direct blockade of PD-1 and through reinvigoration of the helper 
activity of tumor Ag-specific CD4 T cells. Our results position tumor Ag-specific T cells 
as major players of responsiveness to PD-1-blocking immunotherapy and identify 
predictive biomarkers of response to immunotherapy. 
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Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) épuisés, sont caractérisés par l’expression de points 
de contrôle de l’immunité (PCI), par exemple PD-1. Une des approches majeures en 
immunothérapie, basée sur l’inhibition des PCI, s’est avérée efficace dans le contrôle de la 
progression tumorale dans plusieurs cancers. Malgré cette avancée, seule une proportion des 
patients en retire un bénéfice clinique. Afin d’améliorer les réponses à l’inhibition des PCI, il 
est nécessaire de comprendre les mécanismes impliqués dans l’épuisement des TIL et 
d’élucider quels lymphocytes T (LT) sont capables de répondre à cette immunothérapie.  
Au site tumoral, nous mettons en évidence que seuls les LT CD8 spécifiques des antigènes 
(Ag) tumoraux expriment quatre PCI ainsi que d’autres marqueurs d’épuisement et perdent la 
molécule de co-stimulation CD28, contrairement au LT CD8 spécifiques circulants. Les TIL 
CD8 spécifiques sont dysfonctionnels, néanmoins, ils possèdent un potentiel cytotoxique élevé 
et expriment des marqueurs de résidence. Nous montrons que l’inhibition de PD-1 a une 
double action sur les LT CD8 spécifiques. Elle rétablit leurs fonctions dans la tumeur et 
augmente leur prolifération dans la périphérie. De manière importante, l’infiltration des tumeurs 
par ces TIL spécifiques et épuisés est prédictive de la réponse à la thérapie et de la survie des 
patients traités par immunothérapie ciblant l’axe PD-1/PD-L1. Les LT CD4 auxiliaires sont 
essentiels pour l’amorçage de la réponse T CD8. En revanche, leur rôle effecteur dans la 
tumeur a été moins étudié. Ici, nous montrons que les LT CD4 spécifiques des Ag tumoraux, 
également épuisés au site tumoral, peuvent être identifiés par des marqueurs qui leur sont 
propres. Des similarités dans le programme d’épuisement des LT CD4 et CD8 ont été 
retrouvées. Le blocage de PD-1 sur les TIL CD4 rétablit leur activation, ce qui va permettre la 
maturation des cellules dendritiques et, par conséquent, l’augmentation de la prolifération des 
TIL CD8 spécifiques de la tumeur.  
Nos résultats révèlent que les TIL CD4 et CD8 spécifiques des Ag tumoraux épuisés peuvent 
être identifiés chez les patients par des marqueurs caractéristiques et qu’ils répondent à 
l’inhibition du PD-1 en rétablissant les fonctions des LT CD8 de manière directe et indirecte. 
Ces données identifient des biomarqueurs prédictifs de la réponse à l’immunothérapie et 
positionnent les LT spécifiques des Ag tumoraux comme des acteurs de la réponse clinique à 
l’immunothérapie bloquant le PD-1. 
 
Mots clefs : Immunothérapie anti-cancer, inhibition des points de contrôle immunitaire, PD-1, 
PD-L1, antigènes tumoraux, lymphocytes infiltrant la tumeur, épuisement des lymphocytes T. 
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